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Referat 
Die Inositolmonophosphatase (IMPase) reguliert als Schlüsselenzym des Phosphatidyl-
Inositol-Signalwegs den Abbau des second messenger Inositoltrisphophat (IP3). Als 
wahrscheinliche molekulare Zielstruktur in der Behandlung der Bipolar Affektiven Störung 
ist die Erforschung der Regulation der IMPase von hoher medizinischer Relevanz. 
Seit Jahrzehnten werden Lithiumsalze, die die IMPase in therapeutischen Konzentrationen 
hemmen, in der Prophylaxe manischer Phasen eingesetzt. Die Therapie mit Lithiumsalzen 
birgt jedoch die Gefahr zahlreicher schwerwiegender Nebenwirkungen. Außerdem besitzt 
das Medikament eine geringe therapeutische Breite. Dies macht die Untersuchung 
alternativer Regulationsmöglichkeiten der IMPase als möglichem Ansatzpunkt für neue 
pharmakologische Therapien der Bipolar Affektiven Störung hochinteressant. 
In den letzten Jahren mehrten sich die Hinweise auf eine Regulation der IMPase durch Ca2+-
bindende Proteine. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels verschiedener in vitro-Methoden 
der Einfluss der Ca2+-bindenen Proteine Calbindin D28k (CB) sowie Calmodulin (CaM) auf 
die Enzymaktivität der IMPase untersucht. Hierzu wurden die Proteine heterolog in E. coli 
exprimiert und ein Phosphat-Akkumulationsassay zur Untersuchung der Enzymaktivität 
der IMPase etabliert. Für die funktionellen Untersuchungen mit CB konnte eine signifikante 
Steigerung der Aktivität der IMPase nachgewiesen werden. Im Vorfeld der funktionellen 
Untersuchungen der Enzymaktivität mit CaM konnte eine Ca2+-abhängige Bindung von 
CaM an die IMPase mittels zweier unabhängiger Experimente gezeigt werden. Da die freie 
Ca2+-Konzentration einen hemmenden Einfluss auf die Aktivität der IMPase hat, wurde die 
Ca2+-Bindung durch CaM mit einem Fluoreszenz-Assay kontrolliert. Hierdurch konnten die 
funktionellen Experimente mit CaM unter genau definierten Ca2+-Konzentrationen 
durchgeführt werden. In den funktionellen Untersuchungen mit CaM zeigte sich keine 
Modulation der IMPase. Weiterführende Experimente sollten  der Identifizierung möglicher 
zusätzlicher Interaktionspartner der IMPase dienen. Dazu würden sich 
Immunpräzipitationsexperimente anbieten. Außerdem sollte eine Untersuchung der 
Interaktion zwischen IMPase und CaM in einem eukaryotischen Zellsystem erfolgen. Dies 
würde eine Aussage unter physiologischen Bedingungen ermöglichen.  
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1 Einleitung  
1.1 Der Phosphatidyl-Inositol-Signalweg 
In multizellulären Organismen ist die Kommunikation zwischen den Zellen für die 
Regulation von Stoffwechselprozessen von großer Bedeutung. Externe Sinnesreize führen 
zur Ausschüttung von Signalmolekülen, zu denen unter anderem Hormone und 
Neurotransmitter zählen. Um die sensorischen Informationen der Signalmoleküle 
verarbeiten zu können, besitzen vielzellige Organismen eine große Anzahl von Rezeptoren, 
die es ermöglichen, das Signal innerhalb der Zelle zu prozessieren. Es existieren 
intrazelluläre Rezeptoren, die als Zielstrukturen für lipophile Signalmoleküle dienen. 
Beispiele sind Steroid- und Schilddrüsenhormone, die nach Bindung als 
Transkriptionsfaktoren wirken.  Des Weiteren gibt es membranständige Rezeptoren, zu 
denen die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gehören, die extrazelluläre Signale in 
die Zelle weiterleiten. Die GPCR sind die größte Gruppe der Transmembranrezeptoren und 
sind in eine große Anzahl physiologischer und pathophysiologischer Prozesse involviert. In 
der pharmakologischen Therapie von zahlreichen Erkrankungen sind GPCR die molekulare 
Zielstruktur und stellen ein interessantes Forschungsgebiet mit hoher medizinischer 
Relevanz dar [1, 2]. Die einzelne Zelle besitzt ein Repertoire von intrazellulären 
Signalkaskaden. Der Phosphatidyl-Inositol-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der 
Signaltransduktion von GPCR. Der Signalweg beginnt durch Bindung eines Agonisten an 
einen Gq-gekoppelten Rezeptor und führt zur Aktivierung der Phospholipase Cβ durch die 
α-Untereinheit des Gq-Proteins. Die Phospholipase Cβ spaltet Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) in die second messenger Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol 
(DAG). Während DAG an der Zellmembran verbleibt, bindet IP3 an IP3-Rezeptoren (IP3R) in 
der Membran des Endoplasmatischen Retikulums und führt zur Freisetzung von Ca2+ in das 
Zytosol [3]. DAG aktiviert zusammen mit Ca2+ und Phosphatidylserin die Proteinkinase C 
(PKC), von der verschiedene Isoformen existieren. Außerdem ist DAG eine wichtige Quelle 
für die Arachidonsäure, welche das Ausgangsprodukt für die Prostaglandinsynthese 
darstellt [2]. Die Inaktivierung des Gq-vermittelten Signalwegs wird zum einen über die 
endogene GTPase-Aktivität des G-Proteins und zum anderen durch den Abbau von IP3 
reguliert. Der Abbau beinhaltet mehrere Dephosphorylierungsreaktionen, der letzte und 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt wird von der Inositolmonophosphatase (IMPase; EC 
3.1.3.25) katalysiert [4]. 
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Abb. 1-1 Funktion der IMPase im IP 3-abhängigen Signalweg. Die Bindung eines Agonisten an 
den Rezeptor (R) führt zur Aktivierung der Phospholipase Cβ (PLC-β), die den second messenger 
Inositoltrisphosphat (IP3) freisetzt. IP3 diffundiert an das Endoplasmatische Retikulum (ER) und 
sorgt für Ca2+-Freisetzung in das Zytosol. In mehreren Schritten wird IP3 abgebaut und die 
Bausteine stehen für eine Neusynthese zur Verfügung. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt 
des IP3-Abbaus wird von der IMPase katalysiert. 
Für die Biosynthese von Inositol für PIP2 als Ausgangsprodukt des Signalwegs existieren in 
der Zelle zwei Wege, entweder die Neusynthese von Inositol aus Glucose 6-Phosphat über L-
Inositol 1-Phosphat [5], oder durch Abbau von D-Inositol 1-Phosphat aus dem Phosphatidyl-
Inositol-Signalweg [6]. In beiden Fällen wird die Spaltung zu Phosphat und Inositol, das 
damit der Neusynthese von Inositolphosphaten zur Verfügung steht, durch die IMPase 
katalysiert [7].  
 
1.2 Inositolmonophosphatase  
Die enzymatische Funktion und die Struktur der IMPase ist in der Vergangenheit eingehend 
untersucht worden, erstaunlich wenig ist allerdings über die Regulation des Enzyms 
bekannt [8, 9]. Von besonderem Interesse ist die IMPase im Zusammenhang mit manisch-
depressiven Erkrankungen (Bipolar Affektiven Störungen), die in Abschnitt 1.3 dargestellt 
werden. Neue Ergebnisse zur Kinetik des Enzyms in Gegenwart von Modulatoren, könnten 
den Weg zu möglichen pharmakologischen Ansatzpunkten ebnen. Die Frage unter welchen 
zellulären Bedingungen die IMPase von welchem Molekül entweder aktiviert oder inhibiert 
wird, ist dabei von entscheidender Bedeutung. 
Im Säugergenom kommen zwei IMPase-Gene vor, IMPA1 und IMPA2, die für zwei 
unterschiedliche Enzyme kodieren [10-12] (Abb. 1-2). Die Struktur der IMPase-Gene der 
Säuger ist hochkonserviert und auch in evolutionär entfernter verwandten Arten, wie 
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Invertebraten, Pflanzen und Bakterien existieren IMPase-Gene [13]. Die Exon-Intron 
Strukturen legen die Vermutung nahe, dass IMPA1 und IMPA2 der Säuger durch 
Duplikation eines gemeinsamen anzestralen Gens nach der evolutionären Trennung der 
Vertebraten von den Invertebraten entstanden sind [13]. Die in den letzten Jahren sprunghaft 
angestiegene Verfügbarkeit kompletter genomischer Sequenzen der verschiedensten Spezies 
erlaubt die phylogenetische Analyse der IMPA1-Gene. Hochkonservierte IMPA1-Sequenzen 
sind bis hin zu den Invertebraten eindeutig nachweisbar. Es handelt sich daher um ein 
phylogenetisch sehr altes Gen. Die hohe Konservierung sowohl der Aminosäuresequenz, 
wie auch der Größe des nativen Enzyms und der Untereinheiten, ist ein Hinweis auf die 
wichtige Rolle der IMPase 1 im Zellstoffwechsel [14]. IMPase 1 und IMPase 2 liegen 
physiologisch als Homodimere vor, deren Untereinheiten jeweils etwa 30 kDa groß sind. 
IMPase 1 kommt im Gegensatz zu IMPase 2 ubiquitär und in höherer Konzentration im ZNS 
vor, letztere zeigt eine niedrige Expression in Gebieten des dorsalen Mittelhirns und Zellen 
des visuellen Kortex [15]. Die biochemische und strukturelle Charakterisierung zeigte für 
IMPase 2 eine geringere Substrataffinität zu Inositolphosphaten bei einer gegenüber 
IMPase 1 deutlich weiteren Substratbindungstasche [15, 16], sowie eine deutlich geringere 
Affinität zu Lithium. Das endogene Substrat dieses Isoenzyms ist daher möglicherweise 
noch nicht identifiziert. Zusammengenommen deuten diese Daten darauf hin, dass das für 
die Inaktivierung des neuronalen IP3-Signals relevante Isoenzym IMPase 1 ist.  
 
 
Abb. 1-2 3D-Struktur der IMPase 1 des 
Homo sapiens 








Die Aktivität der IMPase 1 wird durch verschiedene Metallionen entscheidend beeinflusst. 
Mg2+ ist ein essentieller Kofaktor der Enzymreaktion mit einer optimalen Konzentration 
zwischen 3 und 4 mM und einer Hemmung des Enzyms bei höheren Konzentrationen. Die 
Bindung von Mg2+ an IMPase 1 wird kompetitiv durch Ca2+ gehemmt, wenn 
Inositolmonophosphat (IMP) als Substrat verwendet wird [18, 19]. Die Hemmung durch Ca2+ 
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ist von besonderer physiologischer Relevanz, da in der Zelle die lokale Ca2+-Konzentration 
ein entscheidender Faktor für die Signaltransduktion ist und von der Zelle genau reguliert 
wird [20]. Des Weiteren wird die IMPase 1 durch Li+ inhibiert und diese Hemmung ist bei 
Verwendung von IMP als Substrat nicht-kompetitiv in Bezug auf Mg2+ [19, 21].  
 
1.3 Die Bipolare Affektive Störung und die Inositol-
Depletions-Theorie 
Eine besondere Beachtung erhielt die IMPase als mögliche pharmakologische Zielstruktur 
zur Behandlung der Bipolaren Affektiven Störung oder manischen Depression. Patienten mit 
Bipolarer Störung leiden unter depressiven und manischen Phasen, Frauen und Männer sind 
von der Erkrankung zu gleichen Anteilen betroffen [22]. Für die Diagnose ist der Nachweis 
mindestens einer manischen Episode entscheidend, da dies charakteristisch für die 
Erkrankung ist und sie von der unipolaren Depression unterscheidet. Man differenziert bei 
der genaueren Bezeichnung der Erkrankung zwischen Bipolar 1 und Bipolar 2, bei letzterem 
Krankheitsbild treten statt der manischen Episoden hypomanische Phasen auf. Die 
Hypomanie ist in ihrer Ausprägung schwächer als die klassische Manie bei Bipolar 1. In den 
manischen Phasen sind die Patienten stark verhaltensauffällig im Sinne eines massiv 
antriebsgesteigerten Auftretens und euphorischer Stimmung.  Sie neigen unter anderem zu 
exzessivem Konsum ohne Rücksicht auf die eigene finanzielle Situation und fallen durch 
enthemmte Verhaltensweisen auf. Die Patienten sind praktisch nicht kritikfähig und zeigen 
keine Einsicht, bei Konfrontation mit ihrem pathologischem Verhalten [23, 24]. Neben den 
manischen Episoden leiden die Patienten unter Phasen schwerer klinischer Depression. Die 
Erkrankung verläuft in den meisten Fällen chronisch und ist unterbrochen von Phasen, in 
denen die Patienten eine ausgeglichene Stimmung haben. Von der klassischen Bipolar 1 
Störung sind weltweit etwa ein Prozent der Bevölkerung betroffen [25]. Auch wenn die 
Erkrankung im Vergleich zur unipolaren Depression seltener auftritt, ist der Schaden für die 
Angehörigen und für das Gesundheitssystem erheblich [23, 26].  
In der Prophylaxe der manischen Phasen werden seit über 60 Jahren Lithiumsalze eingesetzt 
und sind bis heute für die Mehrheit der Patienten, eines der effektivsten Medikamente [23, 
27, 28]. Außerdem kann Li+ auch bei akuten manischen oder depressiven Zuständen 
angewendet werden und verringert das Risiko für suizidale Handlungen [29]. Bisher konnte 
jedoch, trotz der nachgewiesenen klinischen Wirkung, der genaue molekulare Mechanismus 
nicht aufgeklärt werden. Es existieren verschiedene theoretische Ansätze, von denen bisher 
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keiner bewiesen werden konnte [24]. Eine Hypothese geht von der Glykogen-Synthase-
Kinase 3 (GSK3) als möglicher molekularer Zielstruktur aus und eine jüngere Arbeit 
unterstützt diese These mit Ergebnissen in Mausmodellen [30]. Es liegen außerdem 
Hinweise auf Pathologien bei der Bipolar Affektiven Störung in der glutamatvermittelten 
Signaltransduktion im ZNS vor. Eine Arbeitsgruppe fand eine Hemmung einzelner 
Komponenten im Signalweg der metabotropen Glutamatrezeptoren (mGLuR) durch 
dauerhafte Li+-Behandlung [31]. Ein Einfluss von Li+ auf den Phosphatidyl-Inositol-
Signalweg, der unter anderem durch Bindung von Glutamat an mGLuR aktiviert werden 
kann, ist die älteste Hypothese [32]. Der mögliche Zusammenhang zwischen der Gabe von 
Li+ und Veränderungen im Phosphatidyl-Inositol-Signalweg wurde zuerst von Allison et al. 
erwähnt [33]. In ihrer Arbeit zeigte sich nach Behandlung mit Li+ eine verminderte Inositol-
Konzentration in den Gehirnen von Ratten. Die biochemischen Grundlagen diesen Effekts 
waren zunächst unklar, bis gezeigt werden konnte, dass Li+ die Aktivität der IMPase hemmt 
[18]. Daraufhin postulierten Berridge et al. einen möglichen Zusammenhang zwischen der 
klinischen Wirkung von Li+ und der Hemmung der IMPase [34, 35].  Unterstützt wird diese 
These durch die Tatsache, dass die Hemmung der IMPase durch Li+ im therapeutisch 
angewendeten Konzentrationsbereich stattfindet [13, 21, 36, 37]. Diese Erkenntnisse führten 
zur Entwicklung der Inositol-Depletions-Theorie, nach der durch Hemmung der IMPase 
durch Li+ weniger Inositol der Zelle zur Neusynthese von PIP2 zur Verfügung steht. Als 
Folge könnte die Zelle nur vermindert auf die Signale von vielen Rezeptoren reagieren, die 
über IP3 als second messenger wirken. Zu dieser Gruppe gehören bestimmte serotonerge und 
muskarinische Rezeptoren sowie mGLuR, die über Aktivierung der PLC wirken. Außerdem 
würde weniger DAG generiert werden, was neben Ca2+ zur Aktivierung der PKC benötigt 
wird. Eine der vielen Funktionen der PKC besteht in der komplexen Ca2+-abhängigen 
Regulation der Freisetzung von Neurotransmittern [38]. Daraus würde eine veränderte 
Antwort auf Neurotransmitter sowie eine veränderte Freisetzung von Neurotransmittern 
resultieren und damit Veränderungen der neuronalen Funktion [32]. Über die beschriebenen 
Mechanismen könnte Li+ therapeutisch an pathophysiologisch veränderten Neuronen bei 
der Bipolar Affektiven Störung wirksam sein.  
Die Neusynthese von Inositol geschieht in der Zelle durch Isomerisierung von Glucose 6-
Phosphat zu IMP, das danach durch die IMPase gespalten wird. Somit hemmt Li+ auch den 
zweiten intrazellulären Weg der Inositolherstellung neben dem Abbau von IP3. Hieraus folgt 
ein Absinken der intrazellulären Inositolkonzentration, was durch Aufnahme aus dem 
extrazellulären Raum wieder rückgängig gemacht werden kann [32]. Unterstützt wurde die 
Theorie von einer Arbeit von Williams et al. [39], die zeigte, dass Li+, Carbamazepin und 
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Valproat Effekte auf neuronale Wachstumskegel hatten, die durch Gabe von Inositol 
reversibel waren. Des Weiteren konnten mittlerweile IMPA1-defiziente Mäuse generiert 
werden. Diese zeigten Verhaltensweisen, die bei Wildtyp-Mäusen durch Li+-Behandlung 
hervorgerufen werden [40].  
In der klinischen Anwendung ergeben sich jedoch erhebliche Probleme, da Li+ starke 
Nebenwirkungen aufweist und eine geringe therapeutische Breite besitzt, was eine genaue 
Überwachung der Blutspiegel erfordert. Die Nebenwirkungen sind abhängig von der 
erreichten Plasmakonzentration, bereits im therapeutischen Bereich kann unter anderem 
Händezittern und Gewichtszunahme auftreten, bei Überdosierung kommt es zu Verwirrung 
und Ataxie bis hin zu Koma und Tod des Patienten [37]. Es existieren außerdem Hinweise 
auf Nierenschädigungen nach jahrelanger Li+-Therapie [41]. Trotz intensiver 
Forschungsbemühungen ist es bisher noch nicht gelungen, Li+ durch ein gleichwertiges 
Medikament zu ersetzen [42]. Der noch immer ungeklärte Wirkmechanismus und die 
erwähnten schweren Nachteile in der Anwendung von Li+, machen die weitere  Erforschung 
des Phosphatidyl-Inositol-Signalwegs spannend. Von besonderem Interesse wären hierbei 
neue Erkenntnisse in der Regulation der IMPase, als möglicher Zielstruktur der Li+-Wirkung.  
 
1.4 Die Inositolmonophosphatase und Ca2+-bindende 
Proteine 
Die Ca2+-Konzentration innerhalb der ruhenden Zelle ist mit Werten um 100 nM etwa 20.000-
fach geringer als im Extrazellularraum. Dieser Konzentrationsunterschied wird von der Zelle 
durch aktive Prozesse aufrechterhalten und ermöglicht eine effektive Signalübertragung 
durch räumlich und zeitlich genau definierte Änderungen in der Ca2+-Konzentration [20]. 
Auch der Phosphatidyl-Inositol-Signalweg vermittelt seine Informationen zu einem Teil über 
Änderungen der Ca2+-Konzentration und führt durch Bindung des second messenger IP3 an 
den IP3R zu einer Freisetzung von Ca2+ aus dem Endoplasmatischen Retikulum in das 
Zytosol. Das freiwerdende Ca2+ wird von Ca2+-bindenden Proteinen abgefangen, bei denen 
man Ca2+-Puffer und Ca2+-Sensoren unterscheidet. Die Gruppe der Ca2+-Sensoren überträgt 
das Ca2+-Signal durch eine Konformationsänderung nach Ca2+-Bindung und eine folgende 
Modulation von Zielproteinen auf die biochemische Ebene in der Zelle. Ca2+-Puffer, wie zum 
Beispiel Calbindin D9k und Parvalbumin, beeinflussen durch Ca2+-Bindung die Ausdehnung 
von Ca2+-Signalen in der Zelle und schützen die Zelle vor einer potentiell schädlichen Ca2+-
Überladung [43]. 
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Das am besten untersuchte Protein der Ca2+-Sensoren ist Calmodulin (CaM), das zuerst als 
Aktivator der Zyklischen-Nukleotid-Phosphodiesteresase in Rinderhirn entdeckt wurde [44] 
(Abb. 1-3). Bei CaM handelt es sich um ein evolutionär hochkonserviertes Protein, das im 
menschlichen Genom auf drei Chromosomen kodiert wird [20]. Es ist in fast allen 
eukaryotischen Zellen vorhanden und die Aminosäuresequenz ist bei den Vertebraten 
identisch [45, 46]. Das Protein ist hantelförmig aufgebaut und besitzt in der Mitte zwischen 
der N-und der C-terminalen Domäne einen flexiblen Verbindungsteil, der vielfältige 
Änderungen der Raumstruktur zulässt [47, 48]. Als charakteristische Struktur besitzt es N- 
und C-terminal jeweils zwei sogenannte EF-Hand-Motive, an denen Ca2+ bindet. Die EF-
Hand-Motive weisen eine Helix-Loop-Helix-Struktur auf und sind in Ca2+-bindenden 
Proteinen meist paarweise vorhanden. Ob und in welchem Ausmaß sich die einzelnen EF-
Hand-Motive kooperativ bei der Ca2+-Bindung gegenseitig beeinflussen, ist Gegenstand der 
Forschung [49]. Es gibt sowohl Ergebnisse die auf eine positive Kooperativität aller vier EF-
Hand-Motive in CaM hinweisen [50], als auch Experimente die eine kooperative 
Beeinflussung nur zwischen den EF-Hand-Motiven eines Paares nahe legen [51]. Weiterhin 
existieren Untersuchungen, die von einer unabhängigen Ca2+-Bindung zwischen den 
verschiedenen EF-Hand-Motiven ausgehen [52]. Einen wichtigen Einfluss auf die Ca2+-
Affinität hat auch die vorhandene zelluläre Mg2+-Konzentration, die im Bereich von etwa 0,5 
bis 1 mM liegt und damit die freie Ca2+-Konzentration im Zytosol bei weitem übersteigt [53, 
54]. Dies führt im Ruhezustand der Zelle zu einer teilweisen Beladung der EF-Hand-Motive 
mit Mg2+, die aber im Fall des CaM zu keiner entscheidenden Veränderung der 
Proteinfaltung führen [55]. Jedoch kann eine Beladung mit Mg2+ die Affinität von CaM für 
bestimmte Zielproteine beeinflussen [56]. Außerdem konkurriert Mg2+ bei der Ca2+-Beladung 
von CaM mit Ca2+ um die Bindungsstellen an den EF-Hand-Motiven [57]. Als weiterer 
wichtiger Faktor beeinflusst die Bindung von Zielproteinen die Affinität der Ca2+-Bindung. 
Häufig erhöht sich im Fall von CaM die Affinität für Ca2+ nach Bindung an ein Zielprotein, 
in manchen Fällen sinkt sie aber auch [43, 58]. Bei steigender Ca2+-Konzentration werden 
zuerst die EF-Hand-Motive des C-Terminus von CaM beladen, die eine höhere Affinität zu 
Ca2+ als die des N-Terminus besitzen [45, 59]. In der Abwesenheit von Ca2+ weist der N-
Terminus eine geschlossene Konformation auf, während der C-Terminus bereits stärker 
aufgefaltet ist und möglicherweise auch ohne Ca2+ mit Zielproteinen interagiert [45, 60] 
(Abb. 1-3). Ca2+-Bindung führt zu einer Auffaltung von CaM mit der Präsentation von 
hydrophoben Bindungsstrukturen und ermöglicht eine Ca2+-abhängige Modulation einer 
großen Anzahl von Zielproteinen [61]. 
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(a)          (b) 
Abb. 1-3 Ca 2+ induzierte Konformationsänderung des 
CaM 
Dargestellt sind Ca2+-freies CaM (a) und komplett mit 
Ca2+ beladenes CaM (b). Die violetten Anteile zeigen 
Methionin-Seitenketten, die als mögliche hydrophobe 
Bindungsstrukturen fungieren. Deutlich erkennbar ist die 
erhebliche Strukturänderung im CaM-Molekül nach Ca2+-
Bindung, die das Molekül auffaltet und hydrophobe 




Bildquelle: Chin et al., 2000, [45]  
 
Interessant ist die Tatsache, dass die Zielproteine von CaM in der Zelle die 
unterschiedlichsten Funktionen wahrnehmen. Es existieren Beispiele, in denen CaM Proteine 
mit entgegen gesetzter physiologischer Funktion moduliert [62]. CaM reguliert außerdem 
Zielproteine unabhängig von der Ca2+-Beladung der EF-Hand-Motive [53, 63]. Das nicht mit 
Ca2+ beladende sogenannte Apo-CaM nutzt hierbei andere Bindungsmotive und 
unterscheidet sich in der Tertiärstruktur von Ca2+-CaM [63]. Zu den Zielproteinen von CaM 
gehören auch mehrere wichtige Komponenten des Phosphatidyl-Inositol-Signalwegs. Unter 
anderem beeinflusst CaM die PKC, den IP3R und PIP2. Teilweise finden diese Modulationen 
auch unabhängig von Ca2+ statt [64-68].  
Eine Arbeitsgruppe um Linse suchte für Calbindin D28k (CB), einen Vertreter aus der 
Gruppe der Ca2+-bindenden Proteine, nach möglichen Bindungspartnern in einer 
Proteindatenbank und identifizierte eine Peptidsequenz der IMPase als mögliche 
Zielstruktur [9]. CB wird in verschiedenen Organen exprimiert, unter anderem im Gehirn, 
im Darm, im Pankreas und in der Niere [9]. In der Niere und im Darm ist CB an der Ca2+-
Resorption beteiligt. So moduliert CB unter anderem in den Epithelzellen der Niere den 
Ionenkanal TRPV 5 in Abhängigkeit von der Ca2+-Konzentration [69]. In Neuronen formt CB 
als Ca2+-Puffer den räumlich-zeitlichen Ablauf von intrazellulären Ca2+-Signalen und schützt 
die Zelle vor Ca2+-Überladung [70, 71]. CB wurde lange Zeit ausschließlich der Gruppe der 
Ca2+-Puffer zu geordnet, bis sich zeigte, dass CB auch Eigenschaften eines Ca2+-Sensors 
aufweist. So zeigt CB eine deutliche Konformationsänderung nach Ca2+-Bindung [72, 73]. Es 
gelang eine Interaktion zwischen der IMPase und CB nachzuweisen und außerdem eine in 
vitro-Aktivierung der IMPase durch CB unabhängig von Ca2+ [9]. Allerdings konnte bis jetzt 
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eine Ca2+-abhängige Bindung von CB an ein Zielprotein nicht direkt gezeigt werden [74].  CB 
besitzt 6 EF-Hand-Motive, von denen aber nur 4 mit höherer Affinität Ca2+ binden [75]. 
Unter physiologischen Mg2+-Konzentrationen können die Bindungsstrukturen auch Mg2+ 
binden, allerdings ist die Affinität für Ca2+ wesentlich höher [72, 76]. 
Die Untersuchungen von Ca2+-Signalen in Purkinje-Zellen ergab einen wichtigen Einfluss 
von CB auf die Kinetik der Signale und CB-defiziente Mäuse zeigten deutliche 
Veränderungen in postsynaptischen Ca2+-Strömen im Vergleich zum Wildtyp [71, 77]. 
Weitere Experimente mit CB-defizienten Purkinje-Zellen des Kleinhirns, ergaben eine 
pathologische Motorkoordination der verwendeten Mäuse [78]. Purkinje-Zellen integrieren 
in der Kleinhirnrinde inhibitorische und exzitatorische Signale verschiedenen Ursprungs 
und wirken als einzige Efferenz der Kleinhirnrinde über GABA hemmend auf die tonische 
Entladung der Kleinhirnkerne. Die Ca2+-Homöostase unterliegt hierbei einer komplexen 
Regulation und ist für die Informationsweitergabe innerhalb der Zelle und für die 
synaptischen Verbindungen außerhalb der Zelle entscheidend. Der Einstrom von  Ca2+  aus  
dem extrazellulären Raum in das Zytosol wird über spannungsabhängige Ca2+-Kanäle 
reguliert, die außer über die Spannung auch über Ca2+-Sensoren wie CaM und über 
verschiedene GPCR beeinflusst werden, die die Kinetik der Kanäle und den Einbau in die 
Zellmembran regulieren [79]. Auch das Endoplasmatische Retikulum als intrazellulärer 
Ca2+-Speicher gibt Ca2+ in das Zytosol ab und wird hierbei über die Ca2+-Konzentration und 
IP3-Signale reguliert. Außerdem stellen in Purkinje-Zellen metabotrope Glutamatrezeptoren 
Sub-Typ 1 (mGLuR1), die zur Klasse der Gq-gekoppelten GPCR gehören, einen wichtigen 
Teil der Ca2+-Homöostase dar, indem sie bei Erregung einen Anstieg der IP3-Konzentration 
im Zytosol auslösen [79]. In einer Arbeit von Eilers wurde fluoreszenzmarkiertes CB in 
Purkinje- Zellen aus akuten Hirnschnitten der Maus infundiert. Dabei wurde in bestimmten 
Arealen der Neuronen eine Bindung von CB an die IMPase nachgewiesen. Anhand von 
Diffusionsberechnungen konnte gezeigt werden, dass die IMPase immobilisiert war und 
wahrscheinlich an die Membran oder an Zytoskelettbestandteile gebunden vorlag. Bei 
synaptischer Stimulation der Purkinje-Zellen in elektrophysiologischen Experimenten zeigte 
sich ein Einfluss der Stimulation auf die Bindung zwischen CB und der IMPase. 
Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse auf eine durch synaptische Aktivität modulierte 
Bindung des Ca2+-Sensors CB an die IMPase hin [70]. 
Es konnte somit in mehreren Arbeiten ein Einfluss des Ca2+-Sensors CB auf die Aktivität der 
IMPase gezeigt werden und es existieren Hinweise auf ihre Modulation durch CaM. Diese 
Erkenntnisse eröffnen neue Perspektiven für pharmakologische Ansatzpunkte in der 
Behandlung der Bipolar Affektiven Störung. Die Untersuchung an lebenden Zellen ist durch 
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die erwähnte Vielzahl an Einflüssen auf die Ca2+-Homöostase und damit auch auf den 
Phosphatidyl-Inositol-Signalweg und letztendlich die IMPase sehr komplex. Daher wurden 
im Rahmen der Promotionsarbeit in vitro-Bindungsexperimente und funktionelle 
Untersuchungen mit gereinigten Proteinen durchgeführt, um eine Untersuchung der Ca2+-
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2 Zielstellung 
Die Inositolmonophosphatase (IMPase 1) spielt eine wichtige Rolle in der intrazellulären 
Signalkaskade vieler medizinisch relevanter Gq- und Gi-Protein-gekoppelter Rezeptoren.  
Im Phosphatidyl-Inositol-Signalweg ist die IMPase das geschwindigkeitsbestimmende 
Enzym im Abbau von IP3 und stellt Inositol als Endprodukt des Abbaus der Zelle zur 
Neusynthese von Phospholipiden zu Verfügung. Von großem medizinischem Interesse ist 
die IMPase im Kontext der Bipolaren Affektiven Störung. In der Therapie dieser Erkrankung 
werden seit Jahrzehnten Lithiumsalze eingesetzt, die in therapeutisch relevanten 
Konzentrationen die IMPase hemmen. Dies führte zu der Annahme, dass die IMPase die 
Zielstruktur in der molekularen Wirkung von Li+ ist. Allerdings können unter der Therapie 
schwerwiegende Nebenwirkungen auftreten. Darüber hinaus besitzen Lithiumsalze eine 
geringe therapeutische Breite. Neuere Forschungsergebnisse zeigen einen Einfluss von Ca2+-
bindenden Proteinen auf die Aktivität der IMPase und stellen ein neues Konzept für eine 
mögliche pharmakologische Intervention bei der Bipolar Affektiven Störung dar. Hierzu ist 
jedoch zunächst eine genauere Untersuchung der Ca2+-abhängigen Regulation der IMPase 
erforderlich. In der Zelle unterliegt der Phosphatidyl-Inositol-Signalweg einer Vielzahl von 
Einflüssen, so dass in dieser Promotionsarbeit die Regulation der IMPase durch die Ca2+-
bindenden Proteine Calbindin D28k (CB) und Calmodulin (CaM) unter kontrollierten 
Bedingungen in vitro untersucht werden soll. Dazu wurde folgende Strategie verfolgt: 
 
1) Untersuchung der IMPase auf Bindungsstellen für CaM und Nachweis der 
Interaktion beider Proteine 
 
2) Überexpression des Enzyms und der Ca2+-bindenden Proteine in E. coli 
und chromatographische Reinigung 
 
3) Etablierung eines Messsystems zur Bestimmung der Enzymaktivität der IMPase und 
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3 Material und Methoden 
3.1 Chemikalien 
Grundchemikalien für Pufferlösungen und Standardreagenzien wurden in der höchsten 
Reinheitsstufe von Sigma, Roth, Merck oder Invitrogen bezogen, soweit nicht anders 
angegeben. Hersteller weiterer Chemikalien und Farbstoffe sind in den entsprechenden 
Kapiteln aufgeführt. 
 
3.2 Untersuchung des IMPase-Moleküls auf CaM-
Bindungsmotive mittels eines Vorhersagealgorithmus 
Zur Untersuchung der IMPase 1 von Maus und Zebrafisch auf putative CaM-
Bindungsstellen wurde eine CaM-Bindungsmotiv-Datenbank verwendet1. Hierbei wurde die 
Aminosäuresequenz der IMPase 1 auf Motive untersucht, die eine CaM-Bindung 
wahrscheinlich machen. Die Datenbank verwendet Motive, für die eine experimentelle 
Bestätigung einer CaM-Bindung vorliegt, sowie homologe Sequenzen die mit einer hohen 
Wahrscheinlichkeit auf Grund der strukturellen Gegebenheiten eine CaM-Bindungsstelle 




Für den experimentellen Nachweis einer CaM-Bindung an die IMPase 1 der Maus wurden 
CaM-overlay-Experimente durchgeführt. Es wurden 20mer-Peptide synthetisiert, die die 
Sequenz der IMPase im Raster von zwei Aminosäuren abdecken (IZKF Leipzig, Core Unit 
Peptid-Technologien). Anschließend wurden diese Peptide auf Filterpapier mit 
biotinyliertem CaM in Anwesenheit von Ca2+ inkubiert. Der Nachweis einer Bindung 
erfolgte nach ausgiebigem Waschen mit Peroxidase-gekoppeltem Avidin. 
 
                                                     
1 http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/sequence.html 
2 IMPase Maus http://www.uniprot.org/uniprot/O55023, 
IMPase Zebrafisch http://www.uniprot.org/uniprot/Q6DGB2 
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3.4 Proteinbindungsstudien mittels AlphaScreen 
Um eine Bindung von CaM an die IMPase experimentell nachzuweisen, wurde das 
Kernpeptid der Bindungsstelle, mittels einem auf der AlphaScreen-Technologie 
(PerkinElmer) basierenden Proximity-Assay-System auf seine Bindung an CaM getestet [81]. 
Dabei wird die räumliche Nähe zweier mikroskopischer Latexkügelchen, die jeweils mit den 
beiden Proteinkomponenten beschichtet werden, über ein chemo-optisches Verfahren 
nachgewiesen [82]. Ein Donorbead wird bei 680 nm durch die Energie eines Laserimpulses 
angeregt und überträgt diese Energie auf Sauerstoffmoleküle. Befindet sich der 
Akzeptorbead innerhalb eines Radius von 200 nm, wird Licht mit einer Wellenlänge im 
Bereich 520-620 nm vom Akzeptorbead emittiert und kann detektiert werden. Für den 
Versuch wurden 10 nM biotinyliertes IMPase-Bindungspeptid und 10 nM CaM-GST-Flag 
verwendet. Die Messungen wurden bei Ca2+-Konzentrationen von 0 bis 10 mM 
durchgeführt, die mit Chelatoren gepuffert wurden. Die Chelatorkonzentrationen für die 
verwendeten Puffer wurde mit dem Programm „MaxChelator“ (Chris Patton, Stanford 
University) berechnet [83]. Als Chelatoren wurden EDTA, EGTA, HEDTA und NTA 
verwendet. 
 
Reaktionspuffer, pH 7,5 
Tris 50 mM, KCl 150 mM, BSA 0,1 %  [m/V] 
 
3.5 Proteinexpression 
Für die Proteinexpression wurden E. coli BL21-Zellen ausgewählt. Die Kultivierung der 
Bakterienzellen in LB-Medium erfolgte bei 37 °C in einem Erlenmeyerkolben, der entweder 
mit Aluminiumkappen oder Aluminiumfolie verschlossen war, unter kontinuierlichem 
Schütteln bei ca. 200 rpm. Die 800 ml Hauptkultur wurden mit 50 ml Vorkultur angeimpft. 
Zur Selektion der erwünschten Zellen wurden die Antibiotika Kanamycin mit einer 
Konzentration von 0,04 mg/ml und Ampicillin mit einer Konzentration von 0,075 mg/ml 
eingesetzt. Das Wachstum der Zellen wurde durch photometrische Bestimmung der 
optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 600 nm überwacht und die Proteinexpression bei 
einer optischen Dichte zwischen 0,6-0,8 durch Zugabe von 0,2 mg/ml IPTG induziert. Nach 
erfolgter Induktion wurden die Zellen für weitere 3 h inkubiert. Nach der Entnahme wurden 
die Proben stets gekühlt, um eine Denaturierung der Proteine zu verhindern. Die Zellen 
wurden bei 4000 rpm für 20 min zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in 
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30 ml Reinigungspuffer resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation und Resuspension 
wurden die Zellen mittels Ultraschall lysiert. Die Ultraschallbehandlung erfolgte für 30 sec. 
Danach wurde das Detergens Triton X-100 (final 1 % [V/V]) zugesetzt und die Zelltrümmer 
bei 12 000 rpm für 30 min abzentrifugiert. Das Lysat mit den darin enthaltenen Proteinen 
wurde bis zur weiteren Reinigung bei -20 °C aufbewahrt.   
 
Reinigungspuffer, pH 7,5 
Tris 50 mM, KCl 100 mM 
 
LB-Medium, pH 7,5 
Trypton 10 g/l, Hefeextrakt 5 g/l, NaCl 5 g/l 
 
3.6 Affinitätschromatographie mittels Glutathion-Sepharose 
Die Proteine mit GST-Tag als Fusionsanteil wurden durch Verwendung einer Glutathion-
Sepharose (Glutathione-Sepharose 4B, GE Healthcare, Deutschland)  von Verunreinigungen 
befreit. Zunächst wurde die Sepharose mit dem verwendeten Reinigungspuffer äquilibriert 
und dann erfolgte die Zugabe des bei der Proteinexpression erhaltenen Lysats. Nach 
Inkubation bei 4 °C über Nacht unter ständiger Inversion wurde die Sepharose abgetrennt, 
in eine 10 ml Plastiksäule gefüllt  und mehrfach mit Reinigungspuffer mit und ohne Triton 
X-100 gewaschen. Nach zwei abschließenden Waschschritten ohne Detergens, wurden die 
gebundenen Proteine mit dem Elutionspuffer, der Glutathion in hoher Konzentration 
enthielt, abgelöst. Die Glutathion-Sepharose wurde anschließend durch Verwendung von 
6 M Guanidiniumchlorid regeneriert.  
 
Reinigungspuffer (siehe Abschnitt 3.5) 
 
Elutionspuffer, pH 8,5 




Die Proteine mit His-Tag als Fusionsanteil wurden mittels einer Nickel-Chelat-
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Affinitätschromatographie am Äkta Purifier (GE Healthcare, Deutschland) gereinigt. 
Verwendet wurden die Chromatographie-Säulen HisTrapTM HP 1 und 5 ml (GE Healthcare, 
Deutschland) und die Chromatographie wurde bei 5 °C durchgeführt. Das System wurde 
vor Auftragen der Probe mit dem verwendeten Reinigungspuffer äquilibriert und die Probe 
durch einen Filter mit einer Porengröße von 0,22 µM filtriert. Das Auftragen der Probe, die 
anschließenden Waschschritte und die Elution erfolgte mit einer konstanten 
Pumpgeschwindigkeit von 1 ml/min für die 1 ml His TrapTM Säule und 3 ml/min für die 
5 ml His TrapTM Säule. Die Elution erfolgte nach ausgiebigem Waschen der Säule mit 
Reinigungspuffer durch einen Imidazolgradienten und das Eluat wurde in 5 ml Fraktionen 
gesammelt. Nachfolgend sind für die einzelnen Proteine die ermittelten optimalen 
Reinigungsbedingungen aufgeführt. Der Elutionspuffer hatte immer die gleiche 
Zusammensetzung wie der jeweilige Reinigungspuffer plus zusätzlich 1 M Imidazol. Die 




Imidazolgradient 0-15 % 
Reinigungspuffer, pH 7,0 
Tris 50 mM, KCl 300 mM 
 
CB  
Imidazolgradient 0-15 % 
Reinigungspuffer, pH 7,5 
Tris 50 mM, KCl 400 mM 
 
IMPase der Maus 
Imidazolgradient 0-20 % 
Reinigungspuffer, pH 7,5 
HEPES 50 mM, KCl 300 mM 
 
IMPase des Zebrafisches  
Imidazolgradient 0-12 % 
Reinigungspuffer, pH 7,5 
Tris 50 mM, KCl 150 mM 
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3.8 Gelfiltrationsanalyse 
Als weiteres Reinigungsverfahren wurden die Proteine mit einem His-Tag als Fusionsanteil 
nach ihrer Molekülgröße durch eine Gelfiltration am Äkta Purifier (GE Healthcare, 
Deutschland)  getrennt. Verwendet wurde die Gelsäule BioSep-SEC-S 4000 (Phenomenex, 
Deutschland) mit einem Trennbereich von 15 000 bis 2 000 000 Da. Die Gelfiltration erfolgte 
bei 5 °C mit einer konstanten Pumpgeschwindigkeit von 4 ml/min. Der Durchlauf der Säule 
wurde in 1 ml Fraktionen gesammelt. Um die Molekülgröße der untersuchten Proteine zu 
ermitteln, wurden Kalibrationen mit Proteinen bekannter Größe vorgenommen (Gel-
Filtration Standard, Bio-Rad, Deutschland). Im Anschluss an die Gelfiltration wurden die 
Fraktionen, die das gewünschte Protein enthielten, entnommen und das Volumen mit 
Vivaspin 6-Säulen (Membranausschlussgröße: 10 kDa; Vivascience, Deutschland) eingeengt. 
 
Laufpuffer A, pH 7,0 
Tris 100 mM, NaCl 100 mM, KCl 20 mM 
 
Laufpuffer B, pH 7,5 
HEPES 50 mM, KCl 150 mM 
 
3.9 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Proteinbestimmung wurde nach Bradford durchgeführt [84]. Die Durchführung erfolgte 
im 96-well-Plattenformat mit je 14 µl Probe bzw. Albuminstandard (0,5 µg bis 3,5 µg) und 
200 µl Bradfordreagenz. 
 
Bradfordreagenz 
Es wurden 100 ml 85 %-ige (V/V) Phosphorsäure vorsichtig mit 500 ml Aqua dest. gemischt. 
Parallel dazu wurden 100 mg Coomassie G250 in 50 ml absolutem Ethanol gelöst. Die 
Färbelösung wurde mit der Phosphorsäurelösung gemischt und anschließend filtriert. 
Danach wurde mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefüllt. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C. 
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3.10 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Durchführung der SDS-PAGE erfolgte nach Laemmli [85]. Es wurden in Abhängigkeit 
der zu untersuchenden Proteine 10-15 %ige SDS-Gele oder ein 5-20 %iges SDS-Gradientengel 
verwendet. Anschließend wurde das Gel für 30 min mit Coomassie Brilliant Blau gefärbt 
und danach entfärbt. Als Proteinstandard wurden Low Molecular Weight Standard 
(Amersham), sowie Page Ruler prestained (Fermentas) verwendet. 
Die verwendeten Puffer sind im Folgenden aufgeführt.  
 
Trenngelpuffer (4x), pH 8,8 
Tris 1,5 M; SDS 0,4 % [m/V] in Aqua dest. gelöst. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C. 
 
Sammelgelpuffer (4x), pH 6,8 
Tris 0,5 M; SDS 0,4 % [m/V] in Aqua dest. gelöst. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C. 
 
Laufpuffer (1x), pH 8,8 
Tris pH 25 mM, Glycin 192 mM, SDS 0,1 % [m/V] in Aqua dest. gelöst. Die Aufbewahrung 
erfolgte bei 4 °C. 
 
Laemmli-Puffer (4x), pH 6,8 
Tris 250 mM, SDS 4 % [m/V]; Glycerol 40 % [m/V], Pyronin Y nach Bedarf, Bromphenolblau 
nach Bedarf, β-Mercaptoethanol 20 % [V/V] in Aqua dest. gelöst. Die Aufbewahrung erfolgte  
bei 4 °C. 
 
Coomassie-Färbelösung (1x) 
Methanol 40 % [V/V], Coomassie R-250 0,1 % [m/V], Essigsäure 10 % [V/V] in Aqua dest. 
gelöst. 
Die Aufbewahrung erfolgte bei Raumtemperatur. 
 
Coomassie-Entfärbelösung (1x) 
Methanol 40 % [V/V], Essigsäure 10 % [V/V] in Aqua dest. gelöst. Die Aufbewahrung 
erfolgte bei Raumtemperatur. 
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3.11 Bestimmung der Enzymaktivität mittels Phosphat-
Akkumulationsassay 
Zur Messung der Aktivität der IMPase erfolgte eine photometrische Quantifizierung des 
hydrolytisch freigesetzten Phosphats [86, 87]. Die verwendete Methode basiert auf der 
Fällung des anorganischen Phosphats als farbiger Molybdophosphat-Malachitgrün-
Komplex. Der photometrische Nachweis erfolgte bei 640 nm, was im Bereich des 
Absorptionsmaximum des Farbkomplexes von 620-640 nm liegt [87].  
Ein Versuchsansatz enthielt Reaktionspuffer, das erforderliche Substrat, sowie 
gegebenenfalls CB oder CaM als putative Modulatoren der Enzymreaktion und je nach 
Versuchsansatz unterschiedliche Ca2+-Konzentrationen. Als Substrat wurden Inositol 1-
Monophosphat und β-Glycerolphosphat verwendet. Aus diesen Bestandteilen wurde die 
Hälfte des finalen Volumens des Versuchsansatzes vorgelegt und bei 37 °C inkubiert. Der 
Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe des Enzymmastermix, der die zweite Hälfte des 
Volumens des Versuchsansatzes ausmachte. Alle Versuche mit dem Phosphat-
Akkumulationsassay wurden bei 37 °C durchgeführt. Direkt nach Zugabe des Enzyms und 
zu weiteren Zeitpunkten wurden jeweils 80 µl des Ansatzes entnommen und die Reaktion 
durch Mischung mit 25 % [m/V] Trichloressigsäure gestoppt. Anschließend wurden die 
Proben bei 4000 rpm für 10 min zentrifugiert. Danach wurden 30 µl Überstand entnommen 
und mit 200 µl Farbreagens für 20 min inkubiert. Die Messung erfolgte photometrisch im 
Mikrotiterplattenformat bei 640 nm [88]. Die Pi-Konzentration der Proben wurde mittels 
einer Kaliumdihydrogenphosphat-Standardreihe mit einem Bereich von 0,4 µM bis 200 µM 
berechnet. 
 
Reaktionspuffer auf Na+-Basis, pH 7,0 
Tris 50 mM, NaCl 100 mM, KCl 20 mM, MgCl2 4 mM, BSA 0,1 %  [w/V] in Aqua dest. gelöst. 
Die Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C. 
 
Reaktionspuffer auf K+-Basis, pH 7,1 
HEPES 50 mM, KCl 150 mM, MgCl2 2 mM, Tween-20 0,1 %  [V/V] in Aqua dest. gelöst. Die 
Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C. 
 
Phosphatstandardlösung  
KH2PO4 0,1 M in Reaktionspuffer auf Na+-Basis oder K+-Basis gelöst. Die Aufbewahrung 
erfolgte bei -20 °C. 
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Farbreagenz 
Für jeden Versuch wurde frisches Farbreagens hergestellt. 
Komponente A  Ammonium-Molybdat 4,2 % [m/V]  gelöst in HCl 4 M 
Komponente B Malachitgrün 0,045 % [m/V]  gelöst in Aqua dest. 
1 Teil Komponente A wurde mit 3 Teilen Komponente B gemischt und 30 min bei 
Raumtemperatur gerührt. Anschließend wurde die Lösung durch einen Filter mit der 
Porengröße 0,22 µM filtriert und Tween-20 (final 0,01 % [V/V]) zugesetzt. 
 
3.12 Messung der Ca2+-Bindung durch CaM mittels 
Fluoreszenzassay 
Um die Bindung von Ca2+ durch hergestelltes CaM experimentell quantifizieren zu können, 
wurde ein Fluoreszenzassay etabliert. Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Ca2+-
sensitiven Fluorophor mit einer finalen Konzentration von 100 nM (Oregon Green 488 Bapta-
5N, Invitrogen) durchgeführt und die Anregung des Farbstoff erfolgte bei einer Wellenlänge 
von 485 nm. Alle verwendeten Puffer wurden mit Chelex 100 (Sigma) vorbehandelt, um 
Verunreinigungen durch Ca2+ zu vermeiden. Die verwendete CaM-Präparation wurde 
vorher gegen Chelex 100 dialysiert. Zur Berechnung der Ca2+-Konzentrationen aus den 
Fluorszenzmesswerten wurde eine mit Chelatoren gepufferte Kalibrationskurve mit einem 
Bereich von 0 bis 10 000 µM Ca2+ erstellt. Als Chelatoren wurden EGTA, EDTA und HEDTA 
verwendet und die benötigten Konzentrationen wurden mit dem Programm „Cabuf“ (Guy 
Droogmanns, Universität Leuven) berechnet. Es wurden Proben bei Ca2+-Konzentrationen 
von 100 µM bis 140 µM mit 10 µM CaM und eine Kontrolle mit 100 µM Ca2+ ohne CaM 
gemessen. Die Messungen wurden in Mikrotiterplatten im 80-well-Format in einem finalen 
Volumen von 200 µl bei Raumtemperatur  durchgeführt. 
 
Reaktionspuffer, pH 7,1 
HEPES 50 mM, KCl 150 mM, MgCl2 2 mM, 0,1 % Tween-20 [V/V] 
 
3.13 Statistische Auswertung 
Die Untersuchung auf signifikante Unterschiede der ermittelten laborchemischen Daten 
erfolgte mittels des t-Test nach Student (zweiseitig, ungepaart). 
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4.1 Nachweis und Lokalisation der CaM-Bindung an die 
IMPase 
Eine schwedische Arbeitsgruppe der Universität Lund um Sara Linse zeigte, dass das Ca2+-
bindende Protein CB mit der IMPase interagiert und die Aktivität des Enzyms moduliert. 
Auch für den ubiquitären Ca2+-Sensor CaM wurde eine Modulation der IMPase beschrieben, 
weder die Bindungsstelle noch die Eigenschaften der Interaktion wurden jedoch im Detail 
charakterisiert [9]. Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde die Bindungsstelle für CaM 
im IMPase-Molekül experimentell lokalisiert und die Interaktion beider Proteine quantitativ 
charakterisiert.  
 
4.1.1 Vorhersage der CaM-Bindung  
Um einen ersten Anhaltspunkt für eine Bindungsstelle von CaM am Molekül der IMPase zu 
finden, wurde die Aminosäuresequenz der IMPase auf Sequenzähnlichkeiten mit bekannten 
CaM-Bindungsmotiven mit Hilfe einer CaM-Bindungsmotiv-Datenbank untersucht (Abb. 4-
1) (http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/sequence.html). Die orthologen 
Sequenzen der IMPase von Säugern und Nicht-Säugern unterscheiden sich signifikant, 
besonders im Bereich putativer CaM-Bindungsstellen. Um phylogenetische Unterschiede 
analysieren zu können, wurden IMPase 1 der Maus (mmIMPase1) und des Zebrafisches 
(Danio rerio, drIMPase1) untersucht. Im C-terminalen Abschnitt der Aminosäuresequenz der 
mmIMPase1-Sequenz wurde auf Grund von Sequenzähnlichkeiten mit anderen CaM-
Bindungsstellen  eine wahrscheinliche CaM-Bindungsstelle vorhergesagt. Die Sequenz des 
Zebrafisches zeigte hier keine Übereinstimmung mit bekannten Bindungsmotiven. In der 
Analyse stellte sich jedoch demgegenüber eine zweite, weiter N-terminal gelegene CaM-






































Abb. 4-1 Vorhersage der CaM-Bindungsstelle 
Vorhersage von CaM-Bindungsstellen in den Maus- (A) und Zebrafisch-Orthologen (B) der IMPase1-
Aminosäuresequenz. Der Vorhersage-score von 0 bis 9 ist unter der Sequenz angegeben und 
zusätzlich farbkodiert. Quelle für die Aminosäuresequenz: IMPase der Maus (Accession number 
O55023); IMPase des Zebrafisches (Accession number Q6DGB2). 
A 
....1 MADPWQECMD YAVILARQAG EMIREALKNE MDVMIKSSPA DLVTVTDQKV 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 
 
...51 EKMLMSSIKE KYPCHSFIGE ESVAAGEKTV FTEQPTWVID PIDGTTNFVH 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 
 
..101 RFPFVAVSIG FLVNKEMEFG IVYSCVEDKM YTGRKGKGAF CNGQKLQVSQ 
..... 0000000000 0000000000 0000000011 1111111111 1111111110 
 
..151 QEDITKSLLV TELGSSRKPE TLRIVLSNME KLCSIPIHGI RSVGTAAVNM 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 
 
..201 CLVATGGADA YYEMGIHCWD MAGAGIIVTE AGGVLMDVTG GPFDLMSRRI 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 1112345677 
 
..251 IAANSITLAK RIAKEIEIIP LQRDDES 
..... 8889999999 8876543211 1110000 
B 
....1 MPDLWQDAMD HAVTLARKAG EIVREALQND LKIMCKSSSV DLVTKTDQNV 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 
 
...51 EQLIITSVKE KFPEHSFIGE ESVAAGEPCV LTENPTWIVD PVDGTTNFVH 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 
 
..101 GYPFVAVSIG FAVNKTLEFG VVYSCIEDKM YTARKGKGAF CNGQPLQVSD 
..... 0000000000 0000000000 0000000099 9999999999 9999999900 
 
..151 QKEINQSIIA TEFGSNRDPE NVEKIFSSMR KILCLPVHGI RGAGSAAINM 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 
 
..201 CLVAAGCVEA YYEIGIHCWD MAAGAVIVSE AGGVLLDVEG GPFDLMSRRV 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 0000000000 
 
..251 LAANNKTIGE RIVQEVEAFP AVRDDAPVNP IK 
..... 0000000000 0000000000 0000000000 00 
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4.1.2 Experimentelle Bestätigung der CaM-Bindung 
Da die Vorhersage der CaM-Bindungsstelle mithilfe der Datenbank auf 
Sequenzähnlichkeiten beruhte, musste als nächster Schritt, die Bindung von CaM an die 
IMPase experimentell nachgewiesen werden. Hierzu wurden CaM-overlay-Experimente 
sowie Messungen mit der AlphaScreen-Technolgie durchgeführt.  
 
4.1.2.1 CaM-overlay-Experimente 
Als erste Versuchsanordnung zur experimentellen Bestätigung der CaM-Bindung an die 
vorhergesagte Bindungsstelle wurden CaM-overlay-Experimente durchgeführt. Die 
Versuche erfolgten mit einer Peptidbibliothek der Maus-IMPase 1. Es wurden 20mer-Peptide 
hergestellt (IZKF Leipzig, Core Unit Peptid-Technologien), die die Sequenz der IMPase im 
Raster von zwei Aminosäuren abdecken. Diese wurden dann auf Filterpapier aufgebracht 
und mit biotinyliertem CaM in Anwesenheit von Ca2+ inkubiert. Nach mehreren 
Waschschritten wurde gebundenes CaM mit Peroxidase-gekoppeltem Avidin dargestellt. Im 
vorhergesagten C-terminalen Abschnitt der Aminosäuresequenz der Maus-IMPase konnte 
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Abb. 4-2 Identifizierung einer CaM-Bindungsstelle i n IMPase 1 
CaM-overlay-Experiment mit einer Peptidbibliothek der Maus-IMPase 1. 20mer-Peptide, die die 
Sequenz der IMPase 1 im Raster von zwei Aminosäuren abdecken, wurden synthetisiert, auf einen 
Filterpapierträger aufgebracht und mit biotinyliertem CaM in Anwesenheit von Ca2+ inkubiert. Die 
Darstellung nach ausgiebigem Waschen erfolgte mit Peroxidase-gekoppeltem Avidin. Die Schwärzung 
ist proportional zur Menge an gebundenem CaM. Die overlay-Signale sind oberhalb der 
Startaminosäure des jeweiligen 20mer-Peptids dargestellt. 
 
 
4.1.2.2 AlphaScreen-basierter Interaktionsassay 
Als zweiter Schritt der experimentellen Bestätigung der CaM-Bindung wurde ein auf der 
AlphaScreen-Technologie basierendes Proximity-Assay-System verwendet, um das 
Kernpeptid der Bindungsstelle in einem unabhängigen experimentellen Ansatz auf seine 
Bindung an CaM zu testen3. Bei diesem Verfahren werden die Proteine, deren mögliche 
Interaktion getestet werden soll, an Latexkügelchen, sogenannte Beads, gekoppelt. Mittels 
eines Laserimpulses wird der Donorbead angeregt und überträgt die Energie auf 
molekularen Sauerstoff. Befindet sich der Akzeptorbead in räumlicher Nähe, überträgt der 
angeregte Sauerstoff die Energie auf den Akzeptorbead, der ein Fluoreszenzsignal generiert, 
                                                     
3 Sequenz des Kernpeptids der Bindungsstelle: GPFDLMSRRIIAANSITLAKRIAKEI 
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welches dann detektiert werden kann4. Der Donor- und der Aktzeptorbead befinden sich in 
großer räumlicher Nähe, wenn die Proteine, mit denen sie beschichtet sind, im Sinne einer 
Bindung interagieren. Mit den AlphaScreen-Untersuchungen konnte experimentell bestätigt 
werden, dass CaM mit dem Kernpeptid der Bindungsstelle des IMPase-Moleküls interagiert. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Bindung Ca2+-abgängig ist und die 













Abb. 4-3 Experimenteller Nachweis der CaM-Bindung a n die IMPase 
Der experimentelle Nachweis der Bindung von CaM an die IMPase erfolgte mittels einem auf der 
AlphaScreen-Technologie basierendem Proximity-Assay-System (siehe 3.4). Es zeigte sich eine Ca2+-
abhängige Interaktion des Kernpeptids der IMPase 1 der Maus mit CaM mit halbmaximaler Bindung 
bei einer Ca2+-Konzentration von etwa 30 µM. Ab einer Ca2+-Konzentration von etwa 100 µM waren 
alle Bindungsstellen am CaM-Molekül mit Ca2+ beladen.  
 
4.2 Untersuchung der funktionellen Bedeutung einer 
Bindung der Ca2+-bindenden Proteinen CB und CaM auf die 
Enzymaktivität der IMPase 
Nachdem die Bindung von CaM an die IMPase experimentell nachgewiesen werden konnte, 
wurde im Anschluss die Interaktion der IMPase mit CB und CaM funktionell untersucht. Es 
wurden gereinigte Proteine verwendet, um die Untersuchungen unter kontrollierten  
                                                     
4 “Principles of AlphaScreen”, PerkinElmer 
(http://las.perkinelmer.co.uk/applicationssummary/applications/Principles+of+AlphaScreen.htm) 
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Bedingungen in vitro durchzuführen. Die IMPase unterliegt in vivo vielfältigen Einflüssen. 
Hierzu zählen unter anderem kurzzeitige Substratkonzentrationsänderungen nach 
Rezeptoraktivierung, transiente Ca2+-Signale und die Kompartimentierung innerhalb der 
Zelle. Dies macht die Untersuchung der IMPase in vivo sehr komplex. Deshalb wurde für 
diese Arbeit eine biochemische Charakterisierung unter definierten Bedingungen 
durchgeführt. So konnte sichergestellt werden, dass ein eventuelle Änderung der 
Enzymaktivität der IMPase in Gegenwart von Ca2+-bindenden Proteinen wirklich auf diese 
zurückzuführen war. 
 
4.2.1 Herstellung und Reinigung rekombinanter Proteine  
Um eine Modulation der IMPase durch Ca2+-bindende Proteine in vitro untersuchen zu 
können, war es zunächst notwendig, die erforderlichen Proteine herzustellen. Als Enzyme 
wurden die IMPase 1 der Maus und des Zebrafisches gewählt, um einen Vergleich zwischen 
Säugern und Nichtsäugern ziehen zu können. Außerdem waren in der Vorhersage einer 
CaM-Bindungsstelle in der Aminosäuresequenz der beiden Spezies unterschiedliche 
mögliche Bindungsmotive identifiziert worden (Abschnitt 4.1.1). In Vorarbeiten zu diesem 
Projekt wurden die Maus-Orthologe CB und CaM, sowie die Maus- und Zebrafisch-
Orthologe der IMPase 1 kloniert und Expressionsplasmide für die heterologe Expression aus 
E.coli hergestellt. Je nach verwendetem Expressionsplasmid erfolgte die Expression als GST- 
oder His-Fusionsprotein. Außerdem wurde für Kontrollexperimente die Fusionsdomäne 

























Tabelle 4-1: In E. coli exprimierte Proteine 
 
4.2.1.1 Heterologe Expression der Proteine in E. coli 
Alle cDNAs wurden in den Vektor pGEX-2TK ligiert und IPTG-induziert in E. coli BL21-
Zellen exprimiert. Das Bakterienwachstum wurde anhand der optischen Dichte überwacht. 
Zusätzlich wurden während der Wachstumsphase zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben 
entnommen und mittels  SDS–Gelelektrophorese getrennt (Abb. 4-4 B).  Die Induktion der 
Proteinsynthese erfolgte mit IPTG bei einer optischen Dichte zwischen 0,6 und 0,8, die bei 
einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt wurde (Abb. 4-4 A). Während der Expression 
wurden die gewünschten Proteine durch Antibiotikaresistenzen, die in den Vektoren 


















Protein Tags Spezies 
Calbindin His-Tag, GST-Tag Mus musculus 
Impase 1 His-Tag Mus musculus, 
Danio rerio 
Calmodulin  His-Tag, GST-Tag Mus musculus 
GST GST-Tag  
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Abb. 4-4 Proteinexpression in E. coli Bl-21 Zellen 
BL21-Zellen, die das jeweilige Expressionsplasmid trugen, wurden in LB-Medium inkubiert. Zum 
Zeitpunkt 136 min wurde die Proteinexpression mit IPTG induziert. A zeigt den Anstieg der optischen 
Dichte durch das Bakterienwachstum über den Inkubationszeitraum. Zur Kontrolle der 
Proteinexpression wurden mehrere Proben entnommen, in einem SDS-Gel getrennt und mit dem 
Farbstoff Coomassie gefärbt. B zeigt für den CaM-Ansatz eine Probe vor Induktion und weitere 
Proben zu den angegebenen Zeitpunkten nach der Induktion. Nach Induktion ist eine Bande bei der 
erwarteten Größe von CaM-GST (43,7 kDa) nachweisbar. Die Zellen wurden für die 
affinitätschromatographische Reinigung 3 h nach der Induktion geerntet. 
 
4.2.1.2 Affinitätschromatographische Reinigung der Proteinpräparationen 
Die Proteine wurden affinitätchromatographisch aus den Zelllysaten isoliert. Als 
Fusionsanteil wurde entweder ein GST-Tag oder ein His-Tag verwendet (Tab. 4-1). 
 
4.2.1.2 A Affinitätschromatographie von GST-Fusionsproteinen 
Die Maus-Orthologe CB und CaM wurden als GST-Fusionsproteine heterolog in E. coli 
exprimiert. Außerdem wurde für Kontrollversuche GST, welches nicht mit einem Protein 
fusioniert war, hergestellt. Zur Reinigung wurde Glutathion-Sepharose für eine Säulen-
affinitätschromatographie verwendet. Dabei bindet der GST-Fusionsanteil hochaffin an das 
Glutathion der Sepharose. Die restlichen Proteine können durch mehrere Waschschritte 
abgetrennt werden. Anschließend wird das GST-Fusionsprotein durch einen Elutionspuffer 
mit einem Überschuss an Glutathion eluiert. Hierbei wurden unterschiedliche 
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Elutionsgeschwindigkeiten, sowie unterschiedliche Salzkonzentrationen der verwendeten 
Puffer getestet und die Menge an gereinigtem GST-Fusionsprotein gesteigert. Nach der 
Affinitätschromatographie wurde die Reinheit der erhaltenen Proteine mit einer SDS-














Abb. 4-5 SDS-PAGE zur Reinheitsprüfung nach Trennun g mittels Affinitätschromatographie 
nach GST-Tag 
Nach erfolgter Affinitätschromatographie wurde eine Prüfung der Reinheit der eluierten Proteine mit 
einem SDS-Gel durchgeführt. Für die Färbung wurde der Farbstoff Coomassie verwendet. Eine 
Bande für CB, deren Größe etwa 56 kDa entspricht und eine Doppelbande für CaM, deren Größe 
etwa 44 kDa entspricht, zeigen die gereinigten Proteinpräparationen. 
 
4.2.1.2 B Affinitätschromatographie von His6-Fusionsproteinen 
Die Maus-Orthologe CB, CaM und IMPase 1, sowie das Zebrafisch-Ortholog der IMPase 1 
wurden als His6-Fusionsproteine exprimiert. Zur Reinigung wurde eine Nickel-Chelat-
Affinitätschromatographie mithilfe eines Äkta Purifier (GE Healthcare, Deutschland) 
durchgeführt. Dabei wurde das Zelllysat über eine Nickelsäule gepumpt, an die das 
Fusionsprotein mit dem His-Tag band. Nach mehreren Waschschritten, erfolgte die Elution 
mittels eines Imidazolgradienten. Über eine fortlaufende Messung der UV-Absorption des 
Eluats wurde das gewünschte Fusionsprotein detektiert (Abb. 4-6). Die 
Versuchsbedingungen mussten für jedes His6-Fusionsprotein individuell angepasst werden, 
wobei die Ermittlung der optimalen Salzkonzentration des Wasch- und Elutionspuffers eine 
entscheidende Rolle spielte.  
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Abb. 4-6 Elutionsprofil einer Nickel-Chelat-Affinit ätschromatographie 
Im Eluat der Chromatographiesäule wurde während der gesamten Laufzeit die UV-Absorption bei 
280 nm gemessen. Der mit einem Pfeil markierte Peak stellt das gesuchte Protein dar, in diesem Fall 
die IMPase 1 der Maus. Die entnommenen Fraktionen wurden vereinigt und konzentriert (Vivaspin 6-
Säulen). Danach wurde eine Gelfiltration zur weiteren Reinigung vorgenommen und abschließend die 
Reinheit mit einem SDS-Gel überprüft. 
 
4.2.1.3 Nachweis Ca2+-abhängiger Doppelbanden in der SDS-Gelektrophorese 
Bei den CaM-Proben fiel auf, dass trotz eines hohen Reinheitsgrades Doppelbanden 
entstanden, die im Bereich des erwarteten Molekulargewichts lagen. Dieser Befund ist 
konsistent mit früheren Beobachtungen und wurde der Ca2+-abhängigen 
Konformationsänderung von CaM zugeschrieben [89]. Zur experimentellen Bestätigung 
wurde das gereinigte CaM erneut in einem SDS-Gel getrennt. Unter Zusatz des Ca2+-
Chelators EGTA verschwanden die Doppelbanden, die in der mit Ca2+ inkubierten Probe 























Abb. 4-7 Verhalten Ca 2+-bindender Proteine in der SDS-Gelelektrophorese 
Gereinigtem CaM wurde entweder Ca2+ oder EGTA zugefügt und die Proben in einem 5-20 %igen 
SDS-Gradientengel getrennt. Durch den Ca2+-Zusatz bildeten sich Doppelbanden, die bei Ca2+-freien 
Bedingungen nicht vorhanden waren. 
 
4.2.1.4 Gelfiltration 
Da die Präparationen der mit einem His-Tag versehenen Proteine noch Verunreinigungen 
enthielten, wurde mittels einer Gelfiltration  ein weiterer  Reinigungsschritt vorgenommen. 
Dabei erfolgte die Trennung nach der Molekülgröße. Die Kalibrierung mit einem definierten 
Proteingemisch ermöglichte außerdem die Abschätzung des Molekulargewichts der 
eluierten Proteine (Abb. 4-8). Das aus der Aminosäuresequenz der verwendeten Proteine 
und dem verwendeten His-Tag berechnete Molekulargewicht wurde hierbei mit den 
Ergebnissen der Elutionsprofile der Gelfiltrationen verglichen5 [90]. Die Abweichungen sind 
in Tabelle 4-2 dargestellt und resultieren wahrscheinlich aus der Trennschärfe der 
verwendeten Säule. Die in der Literatur erwähnte Dimerisierung der Säuger-IMPase [17, 91], 
die experimentell gezeigt werden konnte, lässt auf eine intakte Tertiärstruktur der Enzyme 
unter den Versuchsbedingungen schließen. 
 
 
                                                     
5 Quelle Aminosäuresequenzen: 
CB http://www.uniprot.org/uniprot/P12658 
CaM http://www.uniprot.org/uniprot/P62204 
IMPase Maus http://www.uniprot.org/uniprot/O55023 
IMPase Zebrafisch http://www.uniprot.org/uniprot/Q6DGB2 
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17,6 30,8 31,2 31,4 
MW Messung 
(kDa) 
26 32,8 55,4 84,5 
wahrscheinliche 
Konformation 
Dimer Monomer Dimer Trimer 
berechnetes Molekulargewicht für die 
wahrscheinliche Konformation (kDa) 
35,2 30,8 62,4 94,2 
Abweichung vom  berechneten 
Molekulargewicht (kDa) 
- 9,2 + 2 - 7 -9,7 
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Abb. 4-8 Gelfiltration heterolog exprimierter Prote ine 
Nach Überexpression der Proteine in E. coli und anschließender Reinigung durch Nickel-Chelat-
Affinitätschromatographie, wurde eine Gelfiltration zur weiteren Reinigung vorgenommen. Die 
Fraktionen, in denen mittels Bestimmung der UV-Absorption das gewünschte Protein nachgewiesen 
werden konnte, wurden entnommen und eine Probe mittels SDS-PAGE auf einem 12,5 %igen Gel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt sind CB (A), CaM (B) und IMPase (C) der Maus, sowie 
IMPase des Zebrafisches (D).  
 
4.2.3 Funktionelle Untersuchung der Enzymaktivität 
Nach erfolgreicher Expression der IMPase aus Maus und Zebrafisch, musste als nächster 
Schritt ein Messverfahren zur Bestimmung der Enzymaktivität etabliert werden. Zu diesem 
Zweck wurde ein Phosphat-Akkumulationsassay eingeführt, der es ermöglicht, das bei der 
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Hydrolyse von IMP frei werdende Phosphat photometrisch zu bestimmen. Die verwendete 
Methode basiert auf der Fällung des anorganischen Phosphats als Molybdophosphat-
Malchitgrün-Komplex und die Sensitivität des Testverfahrens liegt im mikromolaren 
Bereich. Für den Phosphat-Akkumulationsassay wurden zahlreiche Optimierungsarbeiten 
durchgeführt und der Versuch stetig weiterentwickelt. Unter anderem musste die optimale 
Enzym- und Substratkonzentration für die jeweiligen Versuche bestimmt und die Dauer der 
Enzymreaktion entsprechend angepasst werden. Außerdem wurde mithilfe von 
Vorversuchen die Inkubationszeit der Malachitgrünfärbelösung ermittelt, um einen 
möglichst sensitiven Phosphatnachweis zu erhalten. Ein Problem stellte die Konzentration 
des Enzyms dar, die im nanomolaren Bereich lag. Daher hatte schon eine geringe Adhäsion 
des Enzyms an die Wand des Reaktionsgefäßes eine Auswirkung auf die Enzymaktivität. 
Um die Adhäsion des Enzyms und außerdem unspezifische Wechselwirkungen zu 
verhindern, wurden BSA und Tween-20 als Zusätze getestet. Es zeigte sich, dass der Zusatz 
von Tween-20, die besten Bedingungen für die Enzymreaktion bot (Abb. 4-9). 
 
 Abb. 4-9 Optimierung der Bedingungen des 
Phosphat-Akkumulationsassays 
Um unspezifische Wechselwirkungen und eine 
Adhäsion des Enzyms an die Wand des 
Reaktionsgefäßes zu unterbinden, wurde dem 
Ansatz entweder BSA 0,1 % oder Tween 0,1 % 
zugefügt. Dargestellt ist die Enzymaktivität der 
IMPase unter den verschiedenen Bedingungen. 
Der Versuch wurde als Dreifachbestimmung 




Des Weiteren wurden β-Glycerolphosphat (GLP) und Inositolmonophosphat (IMP) als 
Substrat für die IMPase der Maus untersucht. GLP wurde auf Grund der guten 
Verfügbarkeit verwendet, um einen hohen Substrat-Konzentrationsbereich abdecken zu 
können. In der Literatur ist beschrieben, dass GLP durch die IMPase hydrolysiert wird und 
dies konnte experimentell bestätigt werden [16]. IMP wurde eingesetzt, um für die 
Untersuchung der Modulation der IMPase durch CaM das physiologische Substrat zu 
verwenden. IMP wurde im Vergleich zu GLP bei einer Substratkonzentration von 2 mM mit 
doppelter Reaktionsgeschwindigkeit umgesetzt (Abb. 4-10).   
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 Abb. 4-10 Abhängigkeit der Enzymaktivität 
der IMPase vom Substrat 
Als Substrat wurden entweder β-
Glycerolphosphat (GLP) oder 
Inositolmonophosphat (IMP) verwendet. Aus 
beiden Verbindungen setzt die IMPase 
hydrolytisch Phosphat frei. Für das endogene 
Substrat IMP lief die Reaktion bei einer 
Substratkonzentration von 2 mM mit doppelter 
Reaktionsgeschwindigkeit ab. Der Versuch 




Um die mittels Phosphat-Akkumulationsassay gemessenen Extinktionswerte in 
Phosphatkonzentrationen umzurechnen, wurde eine Kalibrationskurve mit bekannten 
Phosphatkonzentrationen erstellt (Abb. 4-11 A). Während der Enzymreaktion wurden zu 
mehreren Zeitpunkten Proben entnommen und das enzymatisch freigesetzte Phosphat 
mithilfe der Kalibrationskurve berechnet und als Konzentration gegen die Zeit aufgetragen 
(Abb. 4-11 B). Der lineare Bereich des Zeitverlaufs, der die Initialgeschwindigkeit der 
Enzymreaktion darstellt, wurde zur Berechnung der Enzymaktivität verwendet. 
Aus Messungen bei Substratkonzentrationen im Bereich 0,6 bis 20 mM wurde die ermittelte 
Enzymaktivität gegen die Substratkonzentration aufgetragen und graphisch nach Michaelis-
Menten dargestellt (Abb.4-11 C, D).  Sowohl für die IMPase der Maus (Abb. 4-11 C) als auch 
für die IMPase des Zebrafisches (Abb. 4-11 D) konnte die Funktionalität des gereinigten 
Enzyms nachgewiesen werden. Da die Aktivität des Enzyms auch von der eingesetzten 
Enzymmenge abhängt, wurde die Aktivität in einer weiteren Berechnung auf ein Mol Enzym 
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Abb. 4-11 Phosphat-Akkumulationsassay zur Bestimmun g der Enzymaktivität der IMPase von 
Maus und Zebrafisch 
A Zur Berechnung des während der Enzymreaktion freigesetzten Phosphats wurde eine 
Kalibrationskurve mit bekannten Phosphatkonzentrationen verwendet. B Anschließend wurde die 
Produktbildung gegen die Zeit aufgetragen und aus dem linearen Bereich, beginnend am Zeitpunkt 
0 min, die Initialgeschwindigkeit der Enzymreaktion ermittelt. C Die Enzymaktivität der IMPase der 
Maus bei 16 nM Enzym aufgetragen nach Michaelis-Menten. D zeigt die gleiche Form der Darstellung 
für die IMPase des Zebrafisches bei ebenfalls 16 nM Enzym. Die Messungen wurden jeweils dreimal 
durchgeführt (n=3), (Mittelwert ± SEM). 
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Die Aktivität der IMPase 1 wird durch mehrere Ionen entscheidend beeinflusst. Mg2+ 
fungiert als Kofaktor der Enzymreaktion und Ca2+ konkurriert mit Mg2+ um die 
Bindungsstelle am Molekül der IMPase und hemmt auf diese Weise die Enzymaktivität [18, 
19]. Außerdem wird die Enzymaktivität durch Li+ gehemmt [21]. Bevor der Einfluss von 
Ca2+-bindenden Proteinen auf die Enzymaktivität untersucht werden konnte, war es daher 
notwendig, das Verhalten der Enzympräparation in Gegenwart der Metallionen zu 
evaluieren. 
In der Literatur ist eine Hemmung durch Lithiumsalze in Konzentrationen beschrieben, die 
in der Behandlung der Bipolaren Affektiven Störung eingesetzt werden [18, 29, 32, 37]. 
Versuche mit Li+ sollten vor den funktionellen Untersuchungen mit Ca2+-bindenden 
Proteinen sicherstellen, dass das Enzym durch den therapeutisch eingesetzten Wirkstoff 
tatsächlich gehemmt werden kann. Es zeigte sich bei einer Li+-Konzentration von 1 mM und 
einer Substratkonzentration von 40 µM IMP eine signifikante Hemmung der Enzymaktivität 
(Abb. 4-12). Die experimentelle Bestätigung der Hemmung durch Li+ lieferte einen 
zusätzlichen Hinweis für die funktionelle Integrität der verwendeten Enzympräparation.  
 
 Abb. 4-12 Hemmung der IMPase der Maus 
durch Li +  
In Gegenwart von 1 mM Li+ zeigte die IMPase 
der Maus im Phosphat-Akkumulationsassay eine 
signifikant niedrigere Enzymaktivität im Vergleich 
zur Kontrolle. Der Versuch wurde als 
Dreifachbestimmung durchgeführt (n=3), 
(Mittelwert ± SEM), **p<0,01. 
 
 
Da im weiteren Verlauf der Einfluss Ca2+-bindender Proteine auf die IMPase gemessen 
werden sollte, war es notwendig, den direkten Einfluss von Ca2+ auf die IMPase zu 
charakterisieren. Die Aktivität der IMPase wurde in Gegenwart von 100 µM Ca2+ mit GLP als 
Substrat gemessen und in der Kontrolle wurden durch Zugabe des Ca2+-Chelators EGTA 
Ca2+-freie Bedingungen geschaffen. Es zeigte sich eine Hemmung des Enzyms im gesamten 
Substratbereich, allerdings war bei 100 µM Ca2+ die Aktivität der IMPase für die folgenden 



















































Abb. 4-13 Hemmung der IMPase der Maus 
durch Ca 2+ 
Mittels des Phosphat-Akkumulationsassay wurde 
die Aktivität der IMPase in Gegenwart von 
100 µM Ca2+ und unter Ca2+-freien Bedingungen 
mit 1 mM EGTA verglichen. Es zeigt sich die in 
der Literatur beschriebene deutliche Hemmung 
der Enzymaktivität durch Ca2+. Die Messungen 
wurden jeweils dreimal durchgeführt (n=3), 
(Mittelwert ± SEM). 
 
 
Nachdem bereits bei der Identifikation möglicher CaM-Bindungstellen, unterschiedliche 
Bereiche in der Aminosäuresequenz der Maus und Zebrafisch IMPase vorhergesagt worden 
waren (Abb. 4-1), bot es sich an, die Aktivität der Enzyme ohne Modulatoren zu vergleichen. 
Interessant war die Tatsache, dass der Vergleich hierbei zwischen einem Säuger und einem 
Nicht-Säuger gezogen werden konnte. Für beide Enzyme wurde die maximale 
Reaktionsgeschwindigkeit nach Michaelis-Menten bestimmt und dann auf die eingesetzte 
Enzymmenge bezogen. So konnte die molare Aktivität beider Enzyme gegenübergestellt 
werden und es zeigte sich eine signifikant höhere molare Aktivität der IMPase des 
Zebrafisches im Vergleich zur IMPase der Maus (Abb. 4-14).  
 
 Abb. 4-14 Molare Aktivität der IMPase von 
Maus und Zebrafisch 
Die Messungen mit dem Phosphat-
Akkumulationsassay wurden mit der Gleichung 
nach Michaelis-Menten ausgewertet und die 
maximale Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. 
Um die Aktivität der IMPase von Maus und 
Zebrafisch vergleichen zu können, wurde diese 
auf ein Mol Enzym bezogen. Es zeigte sich eine 
signifikant höhere Aktivität pro Mol Enzym der 
IMPase des Zebrafisches im Vergleich zur 
IMPase der Maus. Die Messungen wurden 
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4.2.3.1 Regulation der IMPase-Aktivität durch Ca2+-bindende Proteine 
In der bereits erwähnten Studie von Linse et al. wurde eine Ca2+-unabhängige Regulation der 
IMPase-Aktivität durch CB beschrieben [9]. Nach Etablierung des Messverfahrens zur in 
vitro-Untersuchung der IMPase-Aktivität sollte der Befund des aktivierenden Einfluss von 
CB bestätigt und die Rolle der in der vorliegenden Studie nachgewiesenen CaM-Bindung 
untersucht werden.  
 
4.2.3.1 A Regulation der IMPase-Aktivität durch CB 
Für die Untersuchungen des Einflusses von CB wurde GLP als Substrat verwendet und die 
Messungen durch Zusatz des Ca2+-Chelators EGTA unter Ca2+-freien Bedingungen 
ausgeführt. Es erfolgten Messungen bei Substratkonzentrationen von 0,3 mM bis 20 mM und 
damit bis in den Bereich der Substratsättigung. Hier zeigte sich bei einer 
Substratkonzentration von 1 mM eine  signifikant höhere Enzymaktivität in Gegenwart von 
CB im Vergleich zur Kontrolle und für die Substratkonzentrationen 15 mM und 10 mM 
zeigte sich eine signifikant geringere Aktivität in der Probe mit CB im Vergleich zur 
Kontrolle (Abb. 4-15). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Resultaten der 
schwedischen Arbeitsgruppe um Sara Linse, die eine Steigerung der Enzymaktivität der 
IMPase durch CB publizierten [9]. In der schwedischen Arbeit wurde jedoch im 
physiologischen Substratbereich, der bei etwa 20 µM liegt gearbeitet [9]. Daraufhin wurden 
Experimente mit Substratkonzentrationen im micromolaren Bereich durchgeführt, und es 
zeigte sich eine signifikante höhere Enzymaktivität bei allen gemessenen 
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Abb. 4-15 Modulation der IMPase-Aktivität durch CB im Substratbereich 0,3 bis 20 mM 
A Mit dem Phosphat-Akkumulationsassay wurden für den Substratbereich 0,3 mM bis 20 mM die 
Substratabhängigkeit der Enzymaktivität mit 10 µM CB bzw. ohne CB untersucht. Damit der Versuch 
unter Ca2+-freien Bedingungen ablaufen konnte, enthielten beide Ansätze 1 mM EGTA. B Für die 
Substratkonzentration 1 mM zeigte sich eine signifikant höhere Aktivität im Ansatz mit CB und für die 
Substratkonzentrationen 10 mM und 15 mM zeigte sich eine signifikant niedrigere Aktivität im Ansatz 
mit CB im Vergleich zur Kontrolle. Die Messungen wurden jeweils dreimal durchgeführt (n=3), 
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Abb. 4-16 Einfluss von CB auf die Enzymaktivität de r IMPase im physiologischen 
Substratbereich 
Mittels Phosphat-Akkumulationsassay wurde die Aktivität der IMPase in Gegenwart von 10 µM CB mit 
einer Kontrolle ohne CB verglichen. Um den Einfluss von Ca2+ zu minimieren, enthielten beide 
Ansätze 100 µM EGTA. Dargestellt ist die Enzymaktivität in Abhängigkeit von der 
Substratkonzentration, es zeigt sich bei allen Substratkonzentrationen eine signifikante Erhöhung der 
Enzymaktivität durch CB im Vergleich zur Kontrolle (n=8), (Mittelwert ± SEM), **p<0,01; *p<0,05. 
 
4.2.3.1 B Regulation der IMPase-Aktivität durch CaM 
In den in Abschnitt 4.1.2 beschriebenen Experimenten hatte sich gezeigt, dass die Interaktion 
von CaM mit der IMPase Ca2+-abhängig ist. Des Weiteren ist die Aktivität des Enzyms von 
der vorhandenen Konzentration von Mg2+, das essentieller Kofaktor der IMPase ist und von 
Ca2+, das die Enzymreaktion inhibiert, abhängig (Abschnitt 4.2.3). Um den Effekt von Ca2+-
aktiviertem CaM auf die Aktivität der IMPase untersuchen zu können, war es notwendig, 
die freie Ca2+-Konzentration in den Ansätzen mit und ohne CaM konstant zu halten. 
Kompliziert wurde der Sachverhalt durch die Tatsache, dass CaM Ca2+ bindet und Mg2+ mit 
Ca2+ um die Bindungsstellen der  EF-Hand-Motive am CaM-Molekül konkurriert [57]. Dies 
machte es erforderlich, vor den funktionellen Experimenten die Bindung von Ca2+ an CaM 
unter Gegenwart von Mg2+ zu bestimmen. Mit der Kenntnis, wie viel Ca2+ durch die 
4 Ergebnisse 
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verwendete CaM-Präparation gebunden wird, war es möglich, die Ca2+-Konzentration im 
Ansatz mit CaM und im Kontrollansatz für die funktionellen Experimente mit der IMPase 
anzugleichen und auf diese Weise den hemmenden Einfluss von Ca2+ auf die Aktivität der 
IMPase in beiden Ansätzen konstant zu halten. Zur Lösung dieser Fragestellung wurde die 
Ca2+-Bindung durch CaM mit einem Fluoreszenzindikator (Oregon Green 488 Bapta-5N, 
Invitrogen) bestimmt. Mit dem Ziel Verunreinigungen durch Ca2+ zu vermeiden, wurden 
alle verwendeten Puffer im Vorfeld mit dem Ionenaustauscher Chelex 100 behandelt. Die 
verwendeten CaM-Präparationen wurden über Nacht gegen Chelex 100 dialysiert, um 
gebundenes Ca2+ abzulösen [92]. Zur Kalibration diente eine durch Chelatoren gepufferte 
Standardkurve (Abb. 4-17 A). Zur Bestimmung der Ca2+-Bindung wurden Proben mit 10 µM 
CaM mit unterschiedlichen Ca2+-Konzentrationen gemessen und mit einer Kontrolle mit 
100 µM freiem Ca2+ ohne CaM verglichen. Die Konzentrationsdifferenz, die die Ca2+-
Bindung durch CaM repräsentiert, wurde anhand der Steigung der linearen Regression 
ermittelt (Abb. 4-17 B).  
Hierbei zeigte sich, dass 10 µM CaM bei einer totalen Ca2+-Konzentration von 140 µM und 
einer Mg2+-Konzentration von 2 mM 40 µM Ca2+ band und somit eine freie Ca2+-
Konzentration von 100 µM vorlag. Bei vier EF-Hand-Motiven am CaM-Molekül bedeutete 
dies eine vollständige Sättigung der Ca2+-Bindungsstellen. Diese Ergebnissen stimmen mit 
den Resultaten der CaM/Ca2+-Bindungsexperimente im AlphaScreen überein, wo sich bei 
einer Ca2+-Konzentration von 100 µM eine vollständige Beladung der EF-Hand-Strukturen 
zeigte (Abb. 4-3). Für die funktionellen Experimente zur Bestimmung der Enzymaktivität der 
IMPase mit CaM, war es nun möglich, die Ca2+-Bindung durch CaM zu berücksichtigen. 
Durch die Messung der Ca2+-Bindung konnte außerdem nachgewiesen werden, dass die 




















Abb. 4-17 Bestimmung der Ca 2+-Bindung durch CaM 
A Um die gemessene Fluoreszenz (kpcs = kilo counts per second) in eine Ca2+-Konzentration 
umrechnen zu können, wurde eine Kalibrationskurve mit bekannten Ca2+-Konzentrationen erstellt.     
B Zur Bestimmung der Ca2+-Bindung wurden fünf Proben mit jeweils 10 µM CaM und Ca2+-
Konzentrationen von 100 µM bis 140 µM, sowie eine Kontrolle ohne CaM mit 100 µM Ca2+ gemessen. 
Alle Ansätze enhielten 2 mM Mg2+. Die Kontrolle wurde als Sechsfachbestimmung durch geführt, für 
die CaM-Proben jeweils ein Messwert pro Ca2+-Konzentration aufgenommen und die Ca2+-Bindung 
anhand der Steigung der linearen Regression ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass 10 µM der 
verwendeten CaM-Präparation bei einer totalen Ca2+-Konzentration von 140 µM 40 µM Ca2+ banden 
und somit alle Ca2+-Bindungsstellen am CaM-Molekül besetzt waren. 
 
 
Zur Untersuchung der Modulation der IMPase durch CaM wurde, wie bereits für die 
Untersuchungen  mit CB, der Phosphat-Akkumulationsassay verwendet. Die Aktivität der 
IMPase wurde bei verschiedenen Substratkonzentrationen im micromolaren Bereich und bei 
einer freien Ca2+-Konzentration von 100 µM in An- bzw. Abwesenheit von 10 µM CaM 
gemessen. Als Substrat wurde IMP eingesetzt. Die Anwesenheit von CaM zeigte bei 20 µM 
Substrat eine signifikante Hemmung der IMPase, für alle anderen Substratkonzentrationen 
zeigte sich kein signifikanter Effekt auf die Aktivität der IMPase (Abb. 4-18 A). Da für die 
Aminosäuresequenz der IMPase des Zebrafisches bei der Suche nach CaM-Bindungsmotiven 
eine andere, weiter N-terminal gelegene Bindungsstelle vorhergesagt worden war (Abschnitt 
4 Ergebnisse 
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4.1.1), wurden die Modulationsversuche mit CaM auch für die IMPase des Zebrafisches 
durchgeführt. Hier zeigte sich kein Einfluss von CaM auf die Enzymaktivität (Abb. 4-18 B).  
 
Abb. 4-18 Einfluss von CaM auf die Enzymaktivität d er IMPase der Maus und des Zebrafisches  
A Mittels Phosphat-Akkumulationsassay wurde die Aktivität der IMPase der Maus in Gegenwart von 
10 µM CaM mit einer Kontrolle ohne CaM verglichen. Die freie Ca2+-Konzentration wurde auf 100 µM 
eingestellt, um eine vollständige Beladung der EF-Hand-Motive von CaM sicherzustellen. Es zeigt sich 
für die Substratkonzentration 20 µM eine signifikante Hemmung der Enzymaktivität, für alle anderen 
Substratkonzentrationen zeigt sich keine signifikante Änderung der Enzymaktivität durch CaM (n=6), 
(Mittelwert ± SEM), **p<0,01. B Analog zu A wurden die Modulationsexperimente mit CaM auch mit 
der IMPase des Zebrafisches durchgeführt. Es konnte kein Effekt von CaM auf die Enzymaktivität 
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5 Diskussion  
Ziel der Promotionsarbeit war die Untersuchung der Ca2+-abhängigen Modulation der 
Inositolmonophosphatase durch die Ca2+-bindenden Proteine CB und CaM.  
 
Die IMPase stellt ein Schlüsselenzym im Phosphatidyl-Inositol-Signalweg vieler Gq-Protein-
gekoppelter Rezeptoren dar und katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im 
Abbau des intrazellulären second messenger IP3. IP3 diffundiert durch das Zytosol und führt 
durch Bindung an den IP3-Rezeptor zu einer Ca2+-Freisetzung aus dem Endoplasmatischen 
Retikulum. Ca2+ induziert in der Folge nicht nur zelluläre Antworten auf die 
Rezeptoraktivierung, sondern wirkt auch inhibitorisch auf den beschriebenen Signalweg 
[20]. Durch die erhöhte Ca2+-Konzentration in der Zelle werden verschiedene Ca2+-bindende 
Proteine mit Ca2+ beladen. 
Von besonderem medizinischem Interesse ist die IMPase im Zusammenhang mit der Bipolar 
Affektiven Störung. Bei diesem Krankheitsbild durchlaufen Patienten einen Wechsel 
zwischen depressiven und manischen Episoden [23]. Seit Jahrzehnten werden Lithiumsalze 
in der Behandlung dieser Erkrankung eingesetzt, jedoch ist bis heute der Mechanismus der 
Medikamentenwirkung nicht abschließend geklärt [24]. Ein gut charakterisierter Effekt von 
Lithiumsalzen in therapeutisch relevanten Konzentrationen besteht in der Hemmung der 
IMPase-Aktivität. Somit steht weniger Inositol als Ausgangsprodukt für den Phosphatidyl-
Inositol-Signalweg zur Verfügung. In den letzten Jahrzehnten haben zahlreiche 
Forschungsarbeiten diese Theorie durch ihre Ergebnisse untermauert, allerdings fehlen 
eindeutige Beweise [32, 40, 93]. Auch wenn Lithiumsalze weiterhin in der Behandlung eine 
wichtige Rolle spielen, haben sie erhebliche Nachteile durch starke Nebenwirkungen und 
eine geringe therapeutische Breite. Dies weckte das Interesse an möglichen anderen 
Modulatoren der IMPase mit der Hoffnung auf neue pharmakologische Ansatzpunkte. In 
einer jüngeren Arbeit der Arbeitsgruppe um Sara Linse von der Universität Lund konnte 
eine Aktivierung der IMPase durch das Ca2+-bindende Protein CB gezeigt werden [9]. 
Außerdem wurde in der Arbeit ein aktivierender Einfluss von CaM auf die IMPase erwähnt, 
jedoch keine Daten gezeigt und die Ergebnisse nicht im Detail dargelegt [9]. Eine weitere 
Arbeit konnte nachweisen, dass die IMPase und CB in bestimmten Kompartimenten der 
Purkinje-Zelle des Kleinhirns miteinander interagieren [70]. Da Ca2+ sowohl inhibitorisch als 
auch exzitatorisch auf den Verlauf des Phosphatidyl-Inositol-Signalweg wirken kann [20], ist 
eine genaue Untersuchung der weiteren Signalverarbeitung über Ca2+-Sensoren ein 
5 Diskussion 
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spannendes Forschungsgebiet. Es ist bekannt, dass minimale Unterschiede in der Zeitdauer 
oder Ausdehnung von Ca2+ Signale entgegengesetzte Wirkungen haben können. Ein Beispiel 
ist das Gegensatzpaar von Langzeitpotenzierung und Langzeitdepression, die in Neuronen 
durch Ca2+-Ströme hervorgerufen werden, die sich nur gering in Spannung und Dauer 
unterscheiden [94]. 
 
5.1 Calmodulin bindet Ca2+-abhängig an die IMPase 
Zur Untersuchung des IMPase-Moleküls auf mögliche CaM-Bindungsstellen wurde eine 
CaM-Bindungsmotiv-Datenbank genutzt (siehe 3.2). Es konnte für die IMPase 1 der Maus im 
C-terminalen Abschnitt eine putative Bindungsstelle für CaM identifiziert werden (Abb. 4-1). 
Um eine vergleichende Untersuchung zwischen Orthologen von Säugern und Nicht-Säugern 
vorzunehmen, die sich für die Sequenz der IMPase 1 besonders im Bereich möglicher CaM-
Bindungsstellen unterscheiden, wurde außerdem die IMPase 1 des Zebrafisches auf CaM-
Bindungsmotive überprüft. Im C-terminalen Abschnitt zeigte sich keine Übereinstimmung, 
jedoch zeigte sich eine weiter N-terminal gelegene putative Bindungsstelle (Abb. 4-1). Somit 
konnte eine wahrscheinliche Bindung von CaM an die IMPase 1 vorhergesagt werden, es 
fehlte allerdings eine experimentelle Bestätigung. Zum Nachweis der Bindung wurden 
zunächst CaM-overlay-Experimente mit einer Peptidbibliothek der Maus-IMPase 1 
durchgeführt. 20mer-Peptide des Enzyms wurden auf Filterpapier mit biotinyliertem CaM 
unter Anwesenheit von Ca2+ inkubiert und im Bereich der vorhergesagten C-terminalen 
Bindungsstelle konnte eine Bindung gezeigt werden (Abb. 4-2). In einer zweiten 
unabhängigen Versuchsanordnung wurde das Kernpeptid der Bindungsstelle mit einem auf 
der AlphaScreen-Technologie beruhenden Proximity-Assay auf eine Bindung an CaM 
untersucht. Es wurde eine Ca2+-abhängige Bindung nachgewiesen mit einer halbmaximalen 
Bindung im Bereich von 30 µM Ca2+ (Abb. 4-3). Es ist hierbei zu beachten, dass es sich um ein 
in vitro-Experiment handelt. Ob die unter den Versuchsbedingungen nachgewiesene 
Bindung Ca2+-abhängig auch in der Zelle unter physiologischen Bedingungen stattfindet, 
müsste in entsprechenden Versuchsanordungen überprüft werden. Die in der Arbeit 
vorgestellten Ergebnisse deuten auf eine nicht-konstitutive Bindung von CaM hin, die erst 
nach einer massiven Ca2+-Freisetzung zustande kommt. 
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5.2 Modulation der IMPase durch Calbindin D28k 
In diesem Zusammenhang erschien die genauere Untersuchung der Modulation der IMPase 
durch die Ca2+-bindende Proteine CB und CaM als interessante Fragestellung. Um dieser 
Frage nachzugehen, wurden zunächst die IMPase der Maus und des Zebrafisches in E. coli 
überexprimiert und chromatographisch gereinigt. Die IMPase des Zebrafisches war von 
Interesse, da es sich bei dem für die IMPase kodierenden Gen um ein phylogenetisch sehr 
altes handelt und somit der Vergleich zwischen dem Enzym eines Säugers und eines 
Nichtsäugers angestellt werden konnte. Für beide Enzyme konnte die Funktionalität mittels 
Phosphat-Akkumulationsassay erfolgreich nachgewiesen werden (Abb. 4-11). Beim 
Vergleich der Maximalaktivität zeigte sich für die IMPase des Zebrafisches eine signifikant 
höhere molare Aktivität (Abb. 4-14). Dieser Unterschied könnte aus der verschiedenen 
Aminosäuresequenz der beiden Enzyme resultieren6. Es muss außerdem beachtet werden, 
dass es sich bei den Experimenten um in vitro-Versuche handelt und eventuell unbekannte 
weitere Komponenten der Enzymreaktion nicht in der Pufferlösung vorhanden waren. Die 
Aussage über den Vergleich der molaren Aktivität lässt sich also nur auf die verwendeten 
Bedingungen, insbesondere die Temperatur von 37 °C während der Enzymreaktion, 
anwenden. Die im Vergleich zur IMPase der Maus höhere molare Aktivität der IMPase des 
Zebrafisches könnte aus dem Unterschied der Körpertemperatur beider Organismen 
resultieren.  
Die IMPase der Maus wurde des Weiteren in Gegenwart von Metallionen untersucht. Es 
konnte die in der Literatur beschriebene Hemmung des Enzyms durch Li+ nachgewiesen 
werden (Abb. 4-12) [18, 32, 37]. Im Gegensatz hierzu stehen zwei Arbeiten, die nach einer 
längeren Behandlung mit Lithiumsalzen von Patienten mit Bipolar Affektiver Störung bzw. 
bei Ratten im Tierversuch, eine Aktivierung der IMPase und daraus resultierend höhere 
Konzentrationen von Inositol nachgewiesen haben [14, 95]. Eine weitere Arbeit zeigte eine 
positive Korrelation zwischen Lithium- und Inositolkonzentration im Gehirn von Patienten 
und postuliert ebenfalls eine mögliche Aktivierung der IMPase durch Lithium [96]. 
Außerdem konnte die Hemmung der IMPase durch Ca2+ experimentell nachvollzogen 
werden, das kompetitiv den essentiellen Kofaktor Mg2+ verdrängt (Abb. 4-13) [19]. Es konnte 
                                                     
6 Quelle: Aminosäuresequenz Maus IMPase http://www.uniprot.org/uniprot/O55023, 
Aminosäuresequenz Zebrafisch IMPase http://www.uniprot.org/uniprot/Q6DGB2;  
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somit gezeigt werden, dass die gereinigte IMPase in dem verwendeten Puffer enzymatisch 
aktiv ist und durch Li+ und Ca2+ gehemmt wird. 
Nachdem die IMPase 1 erfolgreich exprimiert werden konnte und die Funktionalität des 
Enzyms gesichert war, wurde der Einfluss von CB auf die IMPase untersucht. CB gehört zur 
Gruppe der Ca2+-bindenden Proteine und wurde längere Zeit lediglich als Puffer für Ca2+ 
angesehen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass CB ähnlich wie CaM Eigenschaften eines 
Ca2+-Sensors aufweist [72]. CB spielt unter anderem eine wichtige Rolle in der motorischen 
Koordination von Mäusen und dem Schutz von Neuronen vor Ca2+-Überladung nach 
ischämischen Insulten und epileptischen Anfällen [77, 97, 98]. Außerdem wird es in 
bestimmten Neuronen des visuellen und auditorischen Systems exprimiert und ist an der 
intestinalen und renalen Ca2+-Homöostase beteiligt [74]. Es besitzt wie das CaM bestimmte 
Ca2+-Bindungsmotive, sogenannte EF-Hand-Motive, die eine Helix-Loop-Helix Struktur 
aufweisen [43, 99]. Die Theorie geht davon aus, dass die Gruppe der EF-Hand-Proteine ohne 
Ca2+-Beladung eine geschlossene Konformation besitzen, die durch Bindung von Ca2+ 
partiell aufgefaltet wird. Hydrophobe Bereiche der Proteine werden präsentiert, die Bindung 
an Zielproteine wird ermöglicht und damit eine Ca2+-abhängige Regulation [59, 100]. Eine 
schwedische Arbeitsgruppe veröffentlichte in einer Arbeit Daten zur Aktivierung der 
IMPase durch CB [9]. Im Anschluss zeigte eine Leipziger Studie die in situ-Interaktion von 
CB und vermutlich an membrangebundener IMPase in Purkinje-Zellen des Kleinhirns [70]. 
In einer weiteren Arbeit konnte eine Aktivierung der IMPase durch CB im menschlichen 
frontalen Kortex gezeigt werden [8]. Um die Ca2+-abhängige Regulation der IMPase näher zu 
untersuchen, wurde zunächst der Effekt von CB auf die IMPase geprüft. Im Rahmen der 
Arbeit wurde die Aktivität der IMPase mit der Aktivität der IMPase in Anwesenheit von CB 
verglichen. Da die Aktivierung der IMPase in der schwedischen Arbeit als Ca2+-unabhängig 
beschrieben worden war [9], wurden die Experimente in Anwesenheit des Ca2+-Chelators 
EGTA durchgeführt, um den Einfluss von Ca2+ zu minimieren. Unter der Annahme einer 
Michaelis-Menten-Kinetik wurden Versuche mit mehreren Substratkonzentrationen, bis hin 
zur Substratsättigung durchgeführt. Hier zeigten sich bei unterschiedlichen 
Substratkonzentrationen widersprüchliche Effekte von CB auf die Aktivität der IMPase 
(Abb. 4-15), so dass daraufhin gezielt Experimente im physiologischen Substratbereich der 
IMPase durchgeführt wurden, der etwa bei 20 µM Substrat liegt [9]. Die in der schwedischen 
Arbeit publizierten Daten bezogen sich ebenfalls auf diesen Substratbereich [9]. Damit 
wurden die Messungen weit unterhalb der in vitro-Km vorgenommen, die sich im 
millimolaren Bereich befindet (Abb. 4-11). Bei diesen Messungen konnte bei jeder 
verwendeten Substratkonzentration eine signifikante Aktivierung der IMPase durch CB 
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nachgewiesen werden (Abb. 4-16). Interessanterweise fand diese Aktivierung unter Ca2+-
freien Bedingungen statt. Da CB ein Ca2+-bindendes Protein ist, lag die Annahme nahe, dass 
Ca2+ auch einen Einfluss auf eine CB/IMPase-Interaktion hat. Jedoch konnte bisher für CB 
keine Ca2+-Abhängigkeit in der Interaktion mit Bindungspartnern direkt demonstriert 
werden [74]. Eine mögliche Erklärung für die Aktivierung der IMPase durch Ca2+-freies CB 
ohne vorherige Bindung von Ca2+ ist die Änderung der CB-Konformation abhängig von der 
Protonenkonzentration [101]. Diese Konformationsänderung geschieht sowohl in 
Verbindung mit der Ca2+-Konzentration, als auch ohne Beteiligung von Ca2+ und stellt 
möglicherweise ein Konzept zur pH-abhängigen Regulation von Zielproteinen durch CB dar 
[73, 101]. In den für diese Arbeit durchgeführten Experimenten betrug der pH-Wert 7,1, was 
im Bereich des physiologischen pH-Wertes der Zelle liegt. Anscheinend moduliert CB bei 
diesem pH Zielproteine, in diesem Fall die IMPase, auch ohne Ca2+ [102]. Da die IMPase als 
Dimer vorliegt, wäre auch eine Kooperativität zwischen den Untereinheiten denkbar und 
somit ein sigmoidaler Verlauf der Michaelis-Menten-Kurve in vivo [103]. Die Modulation 
einer solchen Kooperativität durch Ca2+-bindende Proteine, wäre ein möglicher 
Mechanismus zu Regulation des Enzyms. Hierzu wären Untersuchungen an einem 
Zellmodell nötig, um alle Einflüsse auf die IMPase in vivo zu berücksichtigen. 
 
5.3 Fehlende Modulation der IMPase durch Calmodulin 
Weitere Experimente mit isolierter IMPase zeigten in der zitierten Studie auch für den Ca2+-
Sensor CaM einen modulatorischen Einfluss auf die IMPase-Aktivität [9]. Weder die 
Bindungsstelle noch die Eigenschaften dieser Interaktion wurden bisher jedoch im Detail 
beschrieben. CaM ist das am besten untersuchte Protein aus der Gruppe der Ca2+-bindenden 
Proteine. Die Aminosäuresequenz von CaM ist hochkonserviert und für alle Vertebraten 
identisch [46, 63]. Es besitzt jeweils N-und C-terminal zwei EF-Hand-Strukturen, die 
konzentrationsabhängig mit Ca2+ beladen werden. Hierbei besitzt der C-Terminus eine drei- 
bis fünffach höhere Bindungsaffinität [45]. Zwischen den N-und C-terminalen EF-Hand-
Strukturen besteht eine flexible Verbindung, die vielfältige Strukturänderungen des Proteins 
zulässt [104]. In der Zelle weist CaM eine ubiquitäre Verteilung auf und macht mindestens 
0,1 % des Gesamtproteingehalts aus [45]. Als Ca2+-Sensor reguliert es die Funktion von über 
30 Zielproteinen und spielt eine entscheidende Rolle in vielen Signalwegen der Zelle [20, 
105]. Der bereits allgemein für die Gruppe der EF-Hand-Proteine erwähnte klassische 
Aktivierungsweg läuft über Ca2+-Bindung an die EF-Hand-Motive und folgender 
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Konformationsänderung, mittlerweile gibt es jedoch auch Untersuchungen, die eine 
Regulation von Zielproteinen ohne vorherige Ca2+-Bindung zeigen [53, 63].  
Im Rahmen der Arbeit wurde zunächst die Sequenz der IMPase auf mögliche CaM-
Bindungsmotive mithilfe eines Vorhersage-Algorithmus untersucht und es konnte für die 
IMPase der Maus eine C-terminale Bindungsstelle für CaM identifiziert werden. Für die 
IMPase des Zebrafisches konnte in diesem Bereich keine mögliche Interaktionsstelle 
nachgewiesen werden, allerdings zeigte sich weiter N-terminal eine putative CaM-
Bindungsstelle (Abb. 4-1, Abschnitt 5.1). Zum experimentellen Nachweis der CaM-Bindung 
durchgeführte CaM-overlay-Experimente bestätigten eine deutliche CaM-Interaktion im C-
terminalen Abschnitt der IMPase der Maus (Abb. 4-2). Daraufhin wurde das Kernpeptid der 
Bindungsstelle in einem unabhängigen Ansatz mit Hilfe der AlphaScreen-Technologie auf 
seine Bindung an CaM getestet. Auch in diesen Experimenten wurde eine Bindung 
nachgewiesen und es konnte gezeigt werden, dass es sich um einen Ca2+-abhängigen Prozess 
handelt (Abb. 4-3). Um den Einfluss der CaM-Bindung auf die Enzymaktivität der IMPase zu 
untersuchen, wurde ein Phosphat-Akkumulationsassay gewählt, bei dem die Hydrolyse des 
Substrats zeitabhängig verfolgt werden kann. 
Nach dem experimentellen Nachweis der Ca2+-abhängigen Bindung von CaM an die IMPase 
sollten die funktionellen Untersuchungen mit CaM in Anwesenheit von Ca2+ durchgeführt 
werden. Dazu war es von entscheidender Bedeutung, die freie Ca2+-Konzentration zu 
berücksichtigen, da die IMPase durch Ca2+ gehemmt wird (Abb. 4-13). CaM beeinflusst 
durch die Ca2+-Bindung an die EF-Hand-Motive die freie Ca2+-Konzentration. Dies 
bedeutete, dass die Ansätze mit CaM im Vergleich zur Kontrolle ohne CaM eine höhere 
Gesamt-Ca2+-Konzentration enthalten mussten, damit die gleiche freie Ca2+-Konzentration 
vorlag [19]. Außerdem benötigt die IMPase zur Substratbindung den Kofaktor Mg2+, welcher 
gleichzeitig mit Ca2+ um die Bindungsstellen der EF-Hand-Motive am CaM-Molekül 
konkurriert [57, 103, 106]. Mg2+ hat eine deutlich geringere Affinität zu CaM, jedoch ist CaM 
in der ruhenden Zelle durch die wesentlich höhere zelluläre Mg2+-Konzentration im 
Vergleich zu Ca2+ zum Teil mit Mg2+ beladen. Durch Bindung von Mg2+ erfolgt keine 
Auffaltung von CaM mit Präsentation von hydrophoben Bindungsstrukturen. Es existieren 
aber Hinweise, dass ein Mg2+-Bindung die Affinität von CaM für Zielproteine verändert [55, 
56]. Diese komplexe Abhängigkeit der Aktivität der IMPase von den zweiwertigen Kationen 
Mg2+ und Ca2+, die außerdem die Konformation des CaM bestimmen, machte einen 
experimentellen Nachweis der Ca2+-Bindung durch CaM notwendig. Nur so wurde es 
möglich, den Phosphat-Akkumulationsassay unter genau definierten Bedingungen und 
unter Berücksichtigung der freien Ca2+-Konzentration durchzuführen. Zur Lösung dieses 
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Problems wurde ein Fluoreszenz-Assay etabliert, der es erlaubte, die Ca2+-Bindung von CaM 
experimentell zu bestimmen (Abb. 4-17). Mit den Ergebnissen dieses Fluoreszenz-Assays 
war die Ca2+-Bindung der verwendeten CaM-Präparation bekannt und konnte für die 
Versuchsbedingungen des Phosphat-Akkumulationsassays hinsichtlich der freien Ca2+-
Konzentration berücksichtigt werden. Um für die funktionellen Untersuchungen die 
vollständige Beladung von CaM mit Ca2+ auch im Hinblick auf das vorhandene Mg2+ zu 
gewährleisten und eine ausreichende Enzymaktivität der IMPase zu erhalten, wurde die 
freie Ca2+-Konzentration für den Phosphat-Akkumulationsassay auf 100 µM eingestellt. 
Durch die Justierung der freien Ca2+-Konzentration konnte sichergestellt werden, dass 
eventuelle Aktivitätsunterschiede der IMPase im Phosphat-Akkumulationsassay im Ansatz 
mit CaM im Vergleich zur Kontrolle nicht auf eine Hemmung des Enzyms durch 
unterschiedliche Ca2+-Konzentrationen zurückzuführen waren. Bei der eingestellten freien 
Ca2+-Konzentration von 100 µM konnte von einer vollständigen Auffaltung von CaM 
ausgegangen werden und die Bindungsstrukturen waren daher für die IMPase als 
Zielprotein zugänglich. Es zeigte sich bei drei verwendeten Substratkonzentrationen kein 
Effekt auf die Aktivität der IMPase der Maus, jedoch zeigte sich bei 20 µM Substrat eine 
signifikante Hemmung des Enzyms durch die Anwesenheit von CaM im Vergleich zur 
Kontrolle (Abb. 4-18 A). Ebenfalls durchgeführte Experimente mit der IMPase des 
Zebrafisches zeigten keinen Effekt von CaM auf die Aktivität des Enzyms (Abb. 4-18 B). Dies 
steht in Widerspruch zu den Ergebnissen von Linse et al., die für CaM eine Aktivierung der 
IMPase der Maus berichten, aber die verwendete Substratkonzentration nicht erwähnen und 
auch die genauen Versuchsanordnungen nicht näher darlegt haben [9].  
Durch eine Hemmung der IMPase würde Inositolmonophosphat langsamer gespalten und 
es wäre weniger Inositol aus dem Abbau von IP3 für die Neusynthese von 
Phosphatidylinositol und nachfolgend PIP2 vorhanden. Die Zellen des Gehirns besitzen 
allerdings mindestens zwei Transporter, um Inositol in die Zelle zu befördern. Es handelt 
sich einmal um einen Na+/myo-Inositol-Transporter (SMIT), der Na+-abhängig ist und bei 
niedrigem pH-Wert gehemmt wird und einen H+/myo-Inositol-Transporter (HMIT) der 
aktiviert wird, wenn der pH-Wert abnimmt [32]. Wenn diese Transporter vorhanden sind, 
hätte die Zelle die Möglichkeit, bei Hemmung der IMPase und folgendem Mangel an 
Inositol, dieses von extrazellulär zu importieren. Allerdings existieren Neuronen, die eine 
relativ geringe Inositolkonzentration aufweisen und auch im Liquor beträgt die 
Konzentration lediglich 400 bis 600 µM. Dies ist deutlich weniger als notwendig wäre, um 
eine Inositoldepletion in kultivierten Zellen aufzuheben [32]. Somit ist es wahrscheinlich, 
dass nicht jede Zelle eine Hemmung der IMPase sofort ausgleichen könnte und eine solche 
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Modulation abhängig von der Zelle eine wichtige Rolle in der Regulation des Phosphatidyl-
Inositol-Signalwegs spielen würde. Eine Hemmung der IMPase wäre gleichsinnig mit der 
Wirkung von Lithiumsalzen, welche die IMPase in therapeutisch relevanten 
Konzentrationen hemmen. Für eine selektive Hemmung bei 20 µM müssten indes die 
Bedingungen so beschaffen sein, dass bei einer Substratkonzentration von 15 µM, der nächst 
niedrigeren verwendeten Konzentration (Abb. 4-18 A), die Regulationsmechanismen durch 
CaM nicht mehr greifen. 
Für die Beurteilung der Ergebnisse ist es wichtig, die Stärken und Limitationen der 
verwendeten Methodik zu berücksichtigen und die Bedeutung der Resultate für das 
Verständnis des Phosphatidyl-Inositol-Signalwegs darzustellen. Ein entscheidender Vorteil 
in vitro zu arbeiten, liegt in der Möglichkeit die Versuchsbedingungen klar definieren zu 
können. Dadurch konnten die Konzentrationen der Reaktionspartner und Ionen genau 
festgelegt und Störeinflüsse minimiert werden. Dies führt jedoch zu der Frage, inwieweit die 
Übertragung auf das komplexe System der Zelle möglich oder zulässig ist und wie die 
Ergebnisse zu bereits vorhandenen Erkenntnissen des Signalwegs in Beziehung gesetzt 
werden können. 
Der Ca2+-Stoffwechsel der Zelle ist eng reguliert, da der erhebliche 
Konzentrationsunterschied zwischen dem extrazellulären Milieu und dem Zytosol für den 
Informationsaustausch und die Vitalität der Zelle essentiell ist. CaM ist ein wichtiger 
Bestandteil in der Vermittlung von Ca2+-Signalen auf der Ebene der Proteine. Um eine 
mögliche Beeinflussung der IMPase interpretieren zu können, ist es notwendig 
einzukalkulieren, dass CaM auch andere Zielproteine im gleichen Signalweg der Zelle 
beeinflusst. Zur Verdeutlichung stellt Abb. 5-1 die bedeutendsten Interaktionen und 
























































Abb. 5-1 Ca 2+-abhängige Regulationsmechanismen im Phosphatidyl-I nositol-Signalweg  
In der Ca2+-abhängigen Regulation des Signalwegs nimmt CaM eine zentrale Rolle ein. Durch 
Bindung eines Agonisten an den Rezeptor (R) beginnt der Signalweg und die Phospholipase C (PLC) 
spaltet nach Aktivierung durch den Gq-Protein-gekoppelten Rezeptor Phosphatidyl-Inositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) in die second messenger IP3 und DAG. IP3 diffundiert durch das Zytosol und führt 
durch Bindung an den IP3-Rezeptor (IP3R) zu einer Ca
2+-Freisetzung aus dem Endoplasmatischen 
Retikulum (ER). IP3 wird im Folgenden in mehreren Schritten abgebaut, wobei der letzte und 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt von der IMPase katalysiert wird. Der zweite second messenger 
DAG bleibt an der Zellmembran und aktiviert zusammen mit Ca2+ die Proteinkinase C (PKC). Durch 
die Ca2+-Freisetzung wird CaM mit Ca2+ beladen und ist in der Lage durch Konformationsänderung 
und Präsentation hydrophober Bindungsstrukturen Zielproteine zu modulieren. Unter anderem 
beeinflusst es die Verteilung und die Zugänglichkeit von PIP2 in der Membran. Der IP3R wird von CaM 
sowohl im Ca2+-beladenen Zustand, als auch ohne das Ca2+ gebunden ist, moduliert. Außerdem wird 
die PKC durch CaM reguliert und diese wirkt durch Phosphorylierung selbst regulatorisch auf die PLC, 
den IP3R und die Verteilung von CaM. Im Rahmen der Arbeit konnte die Interaktion von CaM mit der 
IMPase nachgewiesen werden und es zeigte sich in funktionellen Untersuchungen eine Hemmung 
des Enzyms bei einer Substratkonzentration von 20 µM. 
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Die Bindung eines Agonisten an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor ist der Beginn des 
Signalwegs, der die Information in der Zelle weitervermittelt. Die Aktivierung des Rezeptors 
führt zur Spaltung von PIP2 durch die Phospholipase C in die second messenger IP3 und DAG. 
Neuere Untersuchungen zeigen, dass der freie Anteil an PIP2 durch bestimmte Proteine 
kontrolliert wird und diese Proteine nach CaM-Bindung, welches vorher durch Ca2+ aktiviert 
wurde, PIP2 freigeben [68]. Nach der Entstehung aus PIP2 diffundiert der second messenger IP3 
an das Endoplasmatische Retikulum und führt über Bindung an den IP3-Rezeptor (IP3R) zu 
einer Ca2+-Freisetzung in das Zytosol. Der IP3R existiert in 5 Subtypen und für die Subtypen 
1 bis 3 konnte eine Interaktion mit CaM nachgewiesen werden [64, 65]. Es gibt sowohl 
Hinweise auf einen Ca2+-abhängigen Einfluss von CaM, wie auch für eine Ca2+-unabhängige 
Regulation [107-109]. Außerdem wird die Aktivierung des IP3R durch IP3 über die 
zytosolische Ca2+-Konzentration reguliert, indem zunächst bei steigender Konzentration die 
Freisetzung von Ca2+ begünstigt wird, bis nach Erreichen einer optimalen Konzentration von 
etwa 300 nM Ca2+ seine Freisetzung bei steigender Konzentration aus dem ER hemmt [110]. 
Eine weitere Arbeit zeigte Hinweise, dass CaM bereits endogen an den Rezeptor gebunden 
und für die Funktion essentiell ist [111]. Darüber hinaus erfolgt die Regulation des IP3R 
durch Phosphorylierung unter anderem durch die PKC, die ebenfalls Teil des Phosphatidyl-
Inositol-Signalwegs ist; auch dieser Regulationsmechanismus wird durch Ca2+/CaM 
beeinflusst [66, 67]. Des Weiteren sind für einige CaM-Zielproteine PKC-
Phosphorylierungsstellen im Bereich der CaM- oder der Ca2+/CaM-Bindungsmotive bekannt 
[112]. DAG, das als zweiter second messenger neben IP3 bei der Spaltung von PIP2 entsteht, 
verbleibt an der Zellmembran und aktiviert die PKC, die nach vorheriger Ca2+-Bindung an 
die Membran rekrutiert wird [20]. Die PKC phosphoryliert unter anderem die PLC ß3, die 
dann nicht mehr durch das Gq-Protein aktiviert wird [113, 114]. Zusätzlich wurde in einigen 
Zelltypen ein Diffusionstransport von CaM zwischen der Plasmamembran und dem Zytosol 
beschrieben. Die Proteine Neuromodulin und Neurogranin sollen hier eine wichtige Rolle 
spielen und CaM bindet an die Proteine abhängig von der Ca2+-Konzentration und 
Phosphorylierung durch die PKC [115]. Dies zeigt die komplizierte Interaktion der 
verschiedenen beteiligten Moleküle am Phosphatidyl-Inositol-Signalweg, in dem CaM eine 
zentrale Rolle einnimmt.  
Von Interesse ist auch, wie die beiden Interaktionspartner IMPase und CaM in der Zelle 
vorliegen und wie genau die Interaktion abläuft. Obwohl CaM mit einer Konzentration von 
etwa 5 µM vorhanden ist, kann auf Grund der Vielzahl an Zielproteinen die Verfügbarkeit 
von CaM zum limitierenden Faktor für die Interaktion mit der IMPase werden [56, 115]. Die 
Verteilung von CaM in der Zelle unterliegt einer engen Regulation unter anderem durch die 
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Ca2+-Konzentration und durch Phosphorylierung [115, 116]. Ferner gibt es auch Indizien für 
eine zielgerichtete Verteilung von CaM-mRNA, die gesteuert in bestimmte intrazelluläre 
Kompartimente verläuft [104]. Die Kontrolle der CaM-Verteilung ist von besonderer 
Bedeutung in Fällen, in denen Proteine von Ca2+/CaM moduliert werden, die entgegen-
gesetzte physiologische Funktionen besitzen, wie zum Beispiel die Adenylylcyclase und die 
Phosphodiesterase 1 [62]. Für die IMPase gibt es Untersuchungen, die darauf hindeuten, 
dass das Enzym in Purkinje-Zellen des Kleinhirns der Maus praktisch immobil ist. Dies wird 
entweder mit einer Rekrutierung der IMPase an die Membran erklärt oder dadurch, dass die 
IMPase Teil eines großen Proteinkomplexes ist [70].  
Für die funktionellen Untersuchungen der IMPase mit CaM wurde bewusst eine hohe Ca2+-
Konzentration gewählt, um alle Ca2+-Bindungsstellen sicher mit Ca2+ zu besetzen. In der 
Zelle läuft die Aktivierung dagegen als fließender Übergang ab und in einigen Fällen führt 
die Beladung der höher affinen C-terminalen Domäne von CaM zur Zielproteinbindung. Erst 
daraufhin steigt die Affinität der N-terminalen Domäne soweit an, dass auch hier eine Ca2+-
Bindung stattfindet. Dies sorgt dann dafür, das gebundene Protein in der vorgesehenen 
Weise zu beeinflussen [43]. Auch kann die Ca2+-Affinität von CaM durch die Bindung an 
Zielproteine sowohl erhöht als auch verringert werden [58, 117]. Überdies ist die 
Konzentration von Ca2+ in der Zelle stark von der Lokalisation abhängig und die Distanz 
von einströmendem Ca2+ zu den Bindungsproteinen ist von entscheidender Bedeutung [118]. 
In der Mikrodomäne unter einem Ca2+-Kanal können für kurze Zeit Konzentrationen im 
höheren zweistelligen micromolaren Bereich erreicht werden [119, 120]. So können auch 
niedrig affine Prozesse aktiviert werden, bevor mobile Puffer zu einem raschen Absinken der 
Konzentration führen.  
Es besteht die Möglichkeit, dass noch weitere bisher nicht identifizierte Moleküle an der 
Interaktion der IMPase mit CaM beteiligt sind. CaM könnte als Brücke zu anderen 
Interaktionspartnern dienen. Diese könnten dann die genaue Orientierung der EF-Hand-
Strukturen maßgeblich beeinflussen [61]. In diesem Zusammenhang könnte auch die lokale 
Ca2+-Konzentration eine wichtige Rolle für den Ablauf der Wechselwirkungen spielen. 
 
5.4 Ausblick 
Um die Untersuchung der Ca2+-abhängige Regulation der IMPase fortzusetzen, haben sich 
aus dieser Arbeit weitere Fragestellungen ergeben. Die Messungen zur Modulation der 
IMPase durch CB und CaM wurden in vitro durchgeführt. Die Etablierung eines 
eukaryotischen Zellsystems würde die Möglichkeit eröffnen, die Interaktionen in der Zelle 
5 Diskussion 
 - 62 - 
zu untersuchen. Mittels einer Überexpression der beteiligten Proteine und der Analyse der 
Veränderungen des Ca2+-Stoffwechsels, wäre eine Aussage unter physiologischen 
Bedingungen möglich. Des Weiteren existieren CaM-Mutanten, in denen selektiv die EF-
Hand-Motive verändert wurden, so dass diese nicht mehr in der Lage sind Ca2+ zu binden 
[65]. Die CaM-Mutanten könnten für die Analyse Ca2+-unabhängiger Effekte eingesetzt 
werden oder zur Prüfung eines Ca2+-abhängigen Prozess als Negativkontrolle. Von Interesse 
wäre auch eine Untersuchung, ob CB und CaM, die beide als Ca2+-Sensor in der Zelle 
fungieren, sich in Bezug auf die IMPase wechselseitig beeinflussen. So ist bekannt, dass CB 
in Dendriten durch gepufferte Diffusion zu transienten Erhöhungen der Ca2+-Konzentration 
führt, die ausreichen um CaM-abhängige Prozesse zu aktivieren [74]. In diesem 
Zusammenhang könnte man die Experimente zunächst bei festgelegten Ca2+-
Konzentrationen in vitro durchführen, um dann gegebenenfalls Versuche in der Zelle 
anzuschließen. Für die Identifizierung möglicher zusätzlicher Interaktionspartner wären 
Immunpräzipitationsexperimente mit immobilisierter IMPase als „Köder“ geeignet. Diese 
Versuche würden allerdings voraussetzen, dass die Bindung von ausreichender Affinität ist. 
Ein weiterer Ansatz wäre zu überprüfen, ob CaM ebenso wie CB in bestimmten Bereichen 
der Purkinje-Zelle an immobilisierte IMPase bindet. Dafür müsste CaM an einen Farbstoff 
gekoppelt werden und es bestünde die Möglichkeit, die Mobilität in Neuronen durch FRAP 
(fluorescence recovery after photobleaching) zu messen [121]. Auf diese Weise könnten in situ-
Daten ermittelt und auch der Einfluss von synaptischer Aktivität auf die Interaktion 
beobachtet werden [70, 71]. Im Rahmen der Erforschung der Bipolar Affektiven Störung 
stehen mittlerweile Mausmodelle zur Verfügung. Es handelt sich hierbei um IMPA1-
defiziente und SMIT1-defiziente Tiere [40, 93]. Diese Tiere dienen der Untersuchung der 
Inositoldepletionstheorie in der Wirkung von Lithiumsalzen, die bis heute nicht endgültig 
bestätigt werden konnte. Die Verfügbarkeit dieser Tiere würde es ermöglichen, Erkenntnisse 
aus Zellexperimenten im Tiermodell zu untersuchen und dabei Wildtyptiere mit IMPA1- 
oder SMIT1-defizienten Tieren zu vergleichen. 
Zusammenfassend könnte eine weitere Untersuchung der Rolle der Interaktion von Ca2+-
bindenden Proteinen mit der IMPase im Phosphatidyl-Inositol-Signalweg wichtige neue 
Hinweise für Signaltransduktionsmechanismen in der Zelle liefern und neue therapeutische 
Optionen in der Therapie der Bipolar Affektiven Störung aufzeigen.  
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Der Phosphatidyl-Inositol-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion 
medizinisch relevanter G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. Der Signalweg wird durch 
Bindung eines Agonisten an den Rezeptor initiiert. Daraufhin spaltet die Phospholipase Cβ 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die second messenger Inositoltrisphosphat (IP3) 
und Diacylglycerol (DAG). IP3 sorgt durch Rezeptorbindung an der Oberfläche des 
Endoplasmatischen Retikulums zu einer Ca2+-Freisetzung in das Zytosol. Der letzte und 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Abbau von IP3 wird durch die 
Inositolmonophosphatase (IMPase) katalysiert. Die IMPase ist die putative Zielstruktur in 
der Behandlung der Bipolar Affektiven Störung und damit von hohem medizinischem 
Interesse. Seit langem gelten Lithiumsalze als Goldstandard in der Phasenprophylaxe der 
Bipolar Affektiven Störung. Forschungsarbeiten zeigten, dass Lithiumsalze die 
Enyzmaktivität der IMPase in therapeutisch eingesetzten Konzentrationen hemmen. Dies 
führte zur Entwicklung der Inositol-Depletions-Theorie, wonach die Hemmung der IMPase 
durch Lithiumsalze eine geringere Konzentration an Inositol zur Neusynthese von PIP2 zur 
Folge hat. Als Medikament weisen Lithiumsalze jedoch eine geringe therapeutische Breite 
sowie schwerwiegende Nebenwirkungen auf. Daher ist die Erforschung der Regulation der 
IMPase als wahrscheinlicher Zielstruktur in der Behandlung der Bipolar Affektiven Störung 
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von großer Bedeutung für neue pharmakologische Therapieansätze. In jüngeren 
Veröffentlichungen konnte ein Einfluss Ca2+-bindender Proteine auf die Enzymaktivität der 
IMPase gezeigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Ca2+-bindenden 
Proteine Calbindin D28k (CB) und Calmodulin (CaM) auf die Enzymaktivität der IMPase 
untersucht. Beide Proteine binden bei steigender Ca2+-Konzentration Ca2+ an EF-Hand-
Motive und regulieren nach Konformationsänderung diverse Zielproteine. In Zellen 
unterliegt die Ca2+-Homöostase einer komplexen Regulation. Außerdem wird die Aktivität 
der IMPase durch die freie Ca2+- und Mg2+-Konzentration entscheidend beeinflusst. Um die 
funktionellen Untersuchung mit CB und CaM unter genau definierten Bedingungen 
durchführen zu können, erfolgten die Experimente in vitro. Zusammenfassend wurden  im 
Rahmen dieser Arbeit folgende Ergebnisse erzielt: 
1) Mithilfe einer CaM-Bindungsmotiv-Datenbank konnte im C-terminalen Bereich der 
IMPase der Maus eine putative CaM-Bindungsstelle identifiziert werden. Um 
mögliche phylogenetische Unterschiede in der Regulation untersuchen zu können, 
wurde außerdem die Aminosäuresequenz der IMPase des Zebrafisches untersucht. 
Hierbei konnten im C-terminalen Bereich des Enzyms keine möglichen 
Bindungsmotive festgestellt werden. Es zeigte sich jedoch eine mögliche weiter N-
terminal gelegene CaM-Bindungsstelle. 
2) Die Bindung von CaM an die IMPase der Maus konnte durch zwei unterschiedliche 
Versuchsansätze experimentell bestätigt werden. Zum einen zeigte sich in CaM-
overlay-Experimenten eine Bindung in dem vermuteten C-terminal gelegenen 
Bereich der IMPase. Des Weiteren konnte in einem Proximity-Assay-System mit der 
AlphaScreen-Technologie eine Ca2+-abhängige Bindung von CaM an das Kernpeptid 
der Bindungsstelle nachgewiesen werden. 
3) In Vorbereitung auf die funktionellen Untersuchungen wurden CaM, CB und die 
IMPase der Maus sowie die IMPase des Zebrafisches erfolgreich heterolog in E. coli 
exprimiert. Anschließend erfolgte eine affinitätschromatographische Reinigung der 
Proteine. 
4) Zur Bestimmung der Enzymaktivität der IMPase wurde ein Phosphat-
Akkumulationsassay etabliert. Die in der Literatur beschriebene Hemmung der 
Enzymaktivität durch Ca2+ und Li+ konnte für die verwendete Enzympräparation 
bestätigt werden. 
5) Mittels Phosphat-Akkumulationsassay wurde eine signifikante Erhöhung der 
Enzymaktivität der IMPase der Maus durch CB im physiologischen Substratbereich 
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nachgewiesen. Die Versuche wurden in Gegenwart des Chelators EGTA unter Ca2+-
freien Bedingungen durchgeführt.  
6) Die Bindung von CaM an das Kernpeptid der IMPase hatte sich in den AlphaScreen-
Experimenten als Ca2+-abhängig erwiesen. Deshalb wurden die funktionellen 
Untersuchungen mit CaM in Gegenwart von Ca2+ gemessen. Da die Aktivität der 
IMPase durch Ca2+ gehemmt wird und die Bindung von Ca2+ durch CaM die freie 
Ca2+-Konzentration beeinflusst, war es im Vorfeld notwendig, die Ca2+-Bindung 
durch die verwendete CaM-Präparation experimentell zu ermitteln. Dabei war es 
auch wichtig die Mg2+-Konzentration zu berücksichtigen. Mg2+ ist für die IMPase ein 
essentieller Kofaktor und konkurriert mit Ca2+ um die Bindungsstellen der EF-Hand-
Motive am CaM-Molekül. Zu diesem Zweck wurde ein Fluoreszenz-Assay etabliert. 
Mit den erhaltenen Ergebnissen war es möglich, die Ca2+-Konzentration für die 
funktionellen Experimente im Ansatz mit CaM sowie im Kontrollansatz konstant zu 
halten. 
7) Es konnte keine Modulation der IMPase der Maus oder des Zebrafisches durch CaM 
mittels des Phosphat-Akkumulationsassay nachgewiesen werden. 
 
Weiterführende Untersuchungen der Thematik könnten der Identifizierung möglicher 
zusätzlicher Interaktionspartner der Bindung zwischen der IMPase und CaM dienen. 
Hierzu würden sich Immunpräzipitationsexperimente anbieten. Die im Rahmen dieser 
Arbeit durchgeführten Versuchsanordnungen verfolgten einen in vitro-Ansatz. Mit der 
Etablierung eines eukaryotischen Zellsystems wäre es möglich, die Ca2+-abhängige 
Regulation der IMPase in der lebenden Zelle zu untersuchen. Auch eine Interaktion der 
beiden Ca2+-bindenden Proteine CB und CaM in Bezug auf die Regulation der IMPase ist 
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